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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
ARO8  Gen, ki kodira encim aromatska aminotransferaza I 
 
ARO9  Gen, ki kodira encim aromatska aminotransferaza II 
 
ARO10  Gen, ki kodira encim aromatska dekarboksilaza 
 
bp  Bazni par 
 
Ct  Cikel meje določanja, kjer je signal fluorescence vzorca višji od signala  
  fluorescence ozadja 
 
CFU  Število mikroorganizmov, ki tvorijo kolonije, kolonijska enota (ang. Colony 
  Forming Units) 
 
E  Učinkovitost reakcije (%) 
 
FAN Prosti aminokislinski dušik (ang. Free Amino Nitrogen) 
 
GC-MS  Plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (ang. Gas  
  Chromatography-Mass Spectrometry) 
 
HMP Pentoza fosfatna pot (ang. Pentose Monophosphate Pathway) 
 
HPLC  Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-Performance  
  Liquid Chromatography) 
 
H2S   Vodikov sulfid 
 
ITS   Notranja prepisujoča regija (ang. Internal Transcribed Spacer ) 
 
MAPK  Z mitogenom aktivirana proteinska kinaza (ang. Mitogen-Activated Protein 
  Kinase) 
 
PCR-RČ/ Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (ang. Real time polymerase 
QPCR  chain reaction) 
 
PFGE   Gelska elektroforeza v pulzirajočem polju (ang. Pulsed field gel  
  electrophoresis)  
 
PheOH  2-Feniletanol  
 
PKA  Encim Protein kinaza A (ang. Protein Kinase A)   
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rDNK   Ribosomalna deoksiribonukleinska kislina (ang. Ribosomal   
  Deoxyribonucleic Acid) 
 
QS  Zaznavanje celične gostote (ang. Quorum Sensing) 
 
SD  Standardni odklon (ang. Standard Deviation) 
 
TrpOH  Triptofol 
 
TyrOH  Tirozin 
 
VBNC  Žive, vendar ne-kultivabilne celice (ang. Viable But Non-Culturable) 
 
ZIM   Zbirka industrijskih mikroorganizmov 
 
YPD  Kvasni ekstrakt-pepton-glukozno gojišče (ang. Yeast Extract Pepton  
  Dextrose) 
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posamična   fermentacija s posamično kulturo izbranega seva kvasovk 
fermentacija 
 
dimorfizem  sposobnost prehoda kvasovke iz kvasne v nitasto obliko rasti 
 
koeficient   razmerje med standardnim odklonom in aritmetično sredino  
variacije (KV) 
 
mošt   delno fermentiran grozdni sok  
 
pseudohife  skupki celic v obliki verižice, ki nastanejo ob brstenju in se ne  
   ločijo od materinske celice  
 
starter kultura izbrani sev tehnološko koristnih mikroorganizmov, katerih dodatek 
   omogoča nadzorovan potek bioprocesa 
 
vcepek   skupek živih celic za nacepitev nove kulture v/na gojišče  
 
združena   fermentacija s sevi kvasovk, ki so bili pripravljeni kot posamične 
alkoholna  kulture in nato združeni (koktajlizacija) ob nacepitvi v mošt 
fermentacija 
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Vino je kompleksen pridelek interakcij med kvasovkami in bakterijami, ki tekom 
fermentacije grozdnega soka vplivajo na nastanek ključnih komponent. Aromatični profil 
vina je odvisen od sorte grozdja, postopka ekstrakcije vina, fermentacije mikrobne združbe 
ter procesa zorenja vina (Schreirer in Jennings, 1979). Zelo pomembna je prisotnost 
mikrobne združbe, njena encimska in presnovna aktivnost ter sestava in lastnosti (Romano 
in sod., 2003b). Mikrobne združbe imajo pomembno vlogo pri določanju kemijske sestave 
vina. Vplivajo na kakovost grozdja ter med fermentacijo omogočajo pretvorbo grozdnih 
sladkorjev in drugih komponent v etanol, ogljikov dioksid in ostale sekundarne produkte, 
ki skupaj tvorijo kemijske in aromatske lastnosti vina (Nykänen, 1986; Lambrechts in 
Pretorius, 2000). Pri pridelavi vina sodelujejo bakterije in kvasovke, vendar so kvasovke 
tiste, ki na koncu procesa prevladajo (Fleet, 1993; Fugelsang, 1997). Kvasovke začnejo 
postopek spontane fermentacije, mednje sodijo pripadnice rodov Hanseniaspora, 
Starmerella, Pichia in Metschnikowia. Kmalu pa vodilno vlogo prevzame S. cerevisiae, ki 
je odgovorna za zaključek fermentacije (Fleet, 2003). Sevi kvasovke S. cerevisiae in 
sorodne vrste so veliko bolj odporne na etanol in višje koncentracije sladkorja ter na 
kratkoverižne maščobne kisline (Querol in sod., 1990). 
 
Mikroorganizmi ne živijo sami, ampak sodelujejo in se povezujejo z okoljem. Ločimo več 
različnih medsebojnih odnosov med mikroorganizmi. To so nevtralizem, sinergizem, 
antagonizem, parazitizem in kompeticija. Dokazali so, da bakterijske populacije regulirajo 
njihovo obnašanje in izražanje določenih genov z izločanjem nizkomolekularnih signalnih 
molekul (Whitehead in sod., 2001). Signalne molekule se sintetizirajo med rastjo in ko 
njihova koncentracija doseže mejno vrednost, inhibirajo ali aktivirajo izražanje določenih 
genov, ki vplivajo na celotno populacijo. Študije so pokazale, da so tako pri bakterijah kot 
tudi pri kvasovkah prisotne signalne molekule. Prve signalne molekule, ki so jih 
identificirali pri kvasovkah, sta acetaldehid in dušik (Ohkuni in sod., 1998; Richard in sod., 
1996; Palkova in sod., 1997). Nedavno so odkrili tudi farnezol in tirozol, ki inhibirata 
pretvorbo kvasovke Candida albicans iz oblike kvasovke v fazo hif in sposobnost tvorbe 
biofilma (Hornby in sod., 2001; Ramage in sod., 2002; Alem in sod., 2006). 
 
Mehanizem zaznavanja celične gostote sta Chen in Fink (2006) opredelila tudi pri 
kvasovki Saccharomyces cerevisiae, ki izloča komunikacijski molekuli 2-feniletanol in 
triptofol. Tvorba aromatskih alkoholov je tesno povezana s spremembo morfologije celic. 
Prav tako aromatski alkoholi vplivajo na izražanje številnih genov (FLO11, ARO8, ARO9, 
ARO10), ki sodelujejo pri spremembi morfologije ter omogočajo preživetje v primeru 
pomanjkanja hranil (Chen in Fink, 2006). Med celicami delujejo različni sistemi 
medsebojnih odnosov, ki omogočajo preživetje in hitrejšo rast. Kvasovke izločajo tudi 
proteine toplotnega šoka, membranske proteine in toksine smrti, ki omogočajo uspešno 
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1.1 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 
Cilj magistrske naloge je ugotoviti glavne razlike med potekom fermentacije z vinsko 
kvasovko Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC-1118 (Lallemand) in probiotično kvasovko 
Saccharomyces boulardii (nom.nud.) posamično ter vpliv na dinamiko fermentacije z 
združeno kulturo. Poleg tega želimo raziskati razliko med združeno in posamično kulturo v 
aromatičnem profilu, vpliv združene kulture na produkcijo signalnih molekul (2-
feniletanol, triptofol in tirozol) ter vpliv na izražanje genov, odgovornih za medcelično 
komunikacijo. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Delovne hipoteze: 
-  Kinetika fermentacije se pri združenih fermentacijah razlikuje od fermentacij s 
posamično kulturo. 
-  Aromatični profil pri združenih fermentacijah je drugačen od fermentacij s posamično 
kulturo. 
-  Interakcije med kvasovkami se odražajo na nivoju ekspresije genov, ki so vključeni v 
medcelično komunikacijo. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PRIDELAVA VINA 
Skozi zgodovino so začeli ljudje odkrivati fermentirane izdelke. Predvsem vzhodne kulture 
so najprej opazile, da iz sadja in semen, ki jih pustijo zaprte dlje časa v posodi, nastane 
vino in pivo. Seveda pa niso razumeli procesa, ki je potekal. Proces so poimenovali 
fermentacija, ki izhaja iz latinske besede fervere, kar pomeni »vreti«. Z opazovanjem 
procesa so se ljudje naučili, da sta za fermentacijo zelo pomembni temperatura in 
dostopnost zraka (Alba-Lois in Segal-Kischinevzky, 2010).  
 
Leta 1860 je Louis Pasteur odkril izvor fermentacije ter da so pri fermentaciji ključne 
kvasovke (Pasteur, 1860). Kmalu za tem so razvili starter kulturo kvasovke S. cerevisie, ki 
so jo uporabljali pri fermentaciji mošta (Marsit in Dequin, 2015). Danes pa vemo, da je ena 
najbolj pomembnih sposobnosti kvasovk Saccharomyces cerevisie pretvorba sladkorjev v 
ogljikov dioksid in etanol v aerobnem in anerobnem okolju. Ta sposobnost se nanaša na t.i. 
»Crabtree efekt«, ki pomeni omejeno sposobnost dihanja (Postma in sod., 1989; Alexander 
in Jeffries, 1990). 
2.2 SESTAVA SUBSTRATA 
Sestava grozdnega soka ima velik vpliv na senzorične lastnosti vina kot končnega produkta 
fermentacije. Prisotnost/odsotnost določenih komponent substrata bistveno vpliva na 
dinamiko rasti prisotne mikrobne združbe. Pomemben vpliv na končni proizvod imajo 
različni sevi kvasovk, saj lahko le-ti iz mošta enake sestave proizvedejo drugačen končni 
proizvod (Cabrera in sod., 1988).  
2.2.1 Sladkorji 
Enostavni sladkorji sestavljajo največji delež grozdnega soka. Mednje sodijo monosaharidi 
glukoza in fruktoza v ekvimolarni koncentraciji (80-120 g/L), ter arabinoza (0,2-1,5 g/L), 
ksiloza (0,03-0,1g/L) in disaharid saharoza, ki predstavljajo minorne koncentracije. 
Prisotna sta tudi polisaharida dekstrin in pektin (3-5 g/L), ki jih kvasovke ne morejo 
izkoriščati (Ribéreau-Gayon in sod., 2006). Koncentracija skupnih sladkorjev v grozdnem 
soku je 170-200 g/L, pri bolj dozorelem grozdju koncentracija lahko presega 250 g/L. V 
tem primeru se po inokulaciji kvasovk v mošt pojavi osmotski stres. Za kvasovke je to 
kritično obdobje, ki traja nekaj ur, saj je potrebno prilagoditi znotrajcelične mehanizme in 
začeti proces fermentacije (Carrasco in sod., 2001).  
2.2.2 Dušikove spojine 
Dušik je zelo pomemben dejavnik pri rasti določenih sevov vinskih kvasovk. 
Koncentracija ter delež dušikovih spojin sta pogojena z vrsto grozdnega soka in časom 
trgatve grozdja (Lagunas, 1986). Dušikove spojine so ključne za izgradnjo strukturnih in 
funkcijskih proteinov (Malherbe in sod., 2007). Amonijevi ioni, aminokisline, polipeptidi 
in proteini so glavne dušikove spojine mošta. Najbolj zastopani aminokislini sta L-arginin 
in L-prolin. Za proces fermentacije grozdnega soka, z 200 g/L sladkorja, je potrebna 
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vsebnost FAN (prosti aminokislinski dušik) vsaj 140 mg N/L (Bely in sod., 1990a). Na 
koncentracijo dušika med alkoholno fermentacijo vplivajo fizikalno-kemijske lastnosti 
grozdnega soka (pH, kisline, sladkorji), sorta, sevi kvasovk, koncentracija le-teh in 
temperatura fermentacije. Pri višjih temperaturah je potrebno več dušika (Garde-Cerdán in 
sod., 2011).   
2.3 PRODUKTI FERMENTACIJE 
2.3.1 Etanol 
Glavni metabolni produkt fermentacije je etanol. Etanol zavira rast kvasovk že pri nizki 
koncentraciji, saj zavira rast celic, zmanjša celični volumen ter vpliva na hitrost rasti 
kvasovke tekom fermentacije. Visoke koncentracije etanola pa povzročijo celično smrt 
(Birch in Walker, 2000). Glavna tarča etanola je membrana, ki se ji spremeni tekočnost ter 
prepustnost (Mishra in Prasad, 1989). Etanol vpliva tudi na celični metabolizem in 
biosintezo makromolekul s produkcijo proteinov toplotnega šoka, zniževanjem nivoja 
RNK molekul in akumulacijo proteinov (Hu in sod., 2007). Kvasovke se odzovejo na 
previsoke koncentracije etanola tako, da povečajo tekočnost membrane. S povečanjem 
koncentracije ergosterola skušajo kvasovke ponovno stabilizirati membrano (Ogawa in 
sod., 2000). 
2.3.2 Glicerol 
V vinu ima glicerol pomembne senzorične lastnosti. Zelo pomembno vlogo ima v 
fizioloških procesih pri kvasovki Saccharomyces cerevisiae. Sodeluje pri obrambnem 
mehanizmu proti osmotskemu stresu, pri uravnavanju ravni citosol fosfata in vzdrževanju 
redoks potenciala NAD+/NADH (Scanes in sod., 1998). 
2.3.3 Organske kisline 
Organske kisline imajo pomembno vlogo pri sestavi senzoričnih lastnosti vina ter 
izboljšajo mikrobiološko in fizikalno-kemijsko stabilnost vina (Ribéreau-Gayon in sod., 
2006). Prevladujoči kislini sta vinska in jabolčna (do 90 %) in nakazujeta stopnjo zrelosti 
grozdja. Ostale organske kisline so v nizkih molskih koncentracijah in prispevajo h kislosti 
in vrednosti pH. Razmerje med vinsko in jabolčno kislino se med sortami precej razlikuje. 
Kadar koncentracija vinske kisline ostaja enaka tekom fermentacije, se koncentracija 
jabolčne kisline zmanjšuje. Ostale organske kisline (jantarna, citronska, piruvična, mlečna, 
glukonska kislina) so v nizkih molarnih koncentracijah. Kljub temu prispevajo h kislosti in 
vrednosti pH (Torija in sod., 2003). 
 
V nezrelem grozdju in moštu prevladuje vinska kislina. Je zelo močna kislina, ki daje vinu 
vrednost pH med 3,0 in 3,5. Na koncu vegetativne faze rasti grozdja koncentracija skupnih 
kislin v nezrelem grozdju doseže do 15 g/L. V vinogradih, ki imajo severno lego, je 
koncentracija vinske kisline nad 6 g/L, medtem ko ima mošt na južnih predelih zelo nizko 
koncentracijo vinske kisline (2-3 g/L), saj so višje temperature. Jabolčno kislino najdemo v 
vseh živih organizmih, največ pa jo je v zelenih jabolkih. Ko grozdje zori, se vsebnost 
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jabolčne kisline zmanjšuje in pade iz 25 g/L na 1-2 g/L (Ribéreau-Gayon in sod., 2006). 
Citronska kislina ima zelo pomembno biokemijsko in metabolno vlogo (Krebsov cikel) ter 
upočasni rast kvasovk, vendar je ne zaustavi (Kalathenos in sod., 1995). 
2.4 IZBOR VINSKIH KVASOVK 
Kvasovke so mikroorganizem, ki je ključen pri pridelavi vina. Čeprav je kvasovka 
Saccharomyce cerevisiae vodilna, imajo ostali sevi kvasovk pomembno vlogo pri procesu 
fermentacije. Na sestavo vina vplivajo tudi različni sevi S. cerevisiae, prihaja do sprememb 
v produkciji glicerola in ocetne kisline. Kvasovke rodu Saccharomyces so na površini zrele 
in nepoškodovane grozdne jagode, prisotne v zelo nizki koncentraciji (10-100 CFU/g) 
(Martini in sod., 1996). Potrebno je tudi upoštevati, da so kvasovke podvržene stresnim 
razmeram, nesposobne tvoriti kolonije, čeprav so metabolno aktivne (ang. VNBC-viable 
but not culturable), zato je tudi zelo težko kvantificirati ne-Saccharomyces kvasovke 





CFU/g) zaradi difuzije sladkorja na površini grozdja (Fleet, 2003). Na nezrelem grozdju 
prevladujejo kvasovke rodov Rhodotorula, Cryptococcus in Aureobasidiu, na zrelem 
grozdju pa Hanseniaspora ter Metschnikowia. Kadar pride do poškodb na površini grozdja, 
to omogoča večjo dostopnost hranil za rast mikroorganizmov ter poveča raznovrstnost 
kvasovk, ki soobstajajo z različnimi nitastimi glivami, mlečnokislinskimi in 
ocetnokislinskimi bakterijami. Kljub temu je kvasovka S. cerevisiae edina vrsta, ki je 
zmožna pretvoriti grozdni sok v vino (Gognies in sod., 2006). 
Na preživetje kvasovk na površini grozdja vpliva veliko fizioloških in biokemijskih 
dejavnikov, kot so sposobnost adhezije kvasovk na površino grozdja, tip metabolizma, 
občutljivost na etanol, nihanja v temperaturi, iradiacija, pomanjkanje hranil, fitokemikalije 
ter interakcije z ostalimi vrstami (kvasovke, bakterije, nitaste glive) (Fleet in sod., 2002; 
Andrews in Buck, 2002; Fleet, 2003).  
2.5 ALKOHOLNA FERMENTACIJA 
Alkoholna fermentacija je biokemijski proces, ki zajema pretvorbo sladkorjev do etanola in 
ogljikovega dioksida. Sladkorji v grozdnem soku so vir ogljika, iz katerih tekom 
zaporednih reakcij Embden-Mayerhof-Parnasove poti nastane piruvat. Temu sledi 
dekarboksilacija z encimom piruvat dekarboksilaza, ki pretvori piruvat v acetaldehid, nato 
se le-ta reducira v etanol z encimom alkohol dehidrogenazo ob hkratni oksidaciji NADH. 
Nastanejo tudi vmesni produkti glikolize (npr. dihidroksiaceton fosfat) ter ostale spojine, ki 
vplivajo na kakovost vina (estri, alkoholi, aldehidi, organski sulfidi, karbonili, organske 
kisline) (Boulton in sod., 1996, Aranda in sod., 2011, Hazelwood in sod., 2008).  
2.5.1 Spontana in vzpodbujena fermentacija 
Pri spontani fermentaciji ne dodajamo starter kultur, ampak biokemijski proces 
fermentacije opravijo mikroorganizmi, ki izvirajo iz grozdne jagode. V zgodnjih fazah 
prevladujejo kvasovke rodov Hanseniaspora in Starmella, Metschnikowia in Pichia. 
Etanol naraste na 3-4 vol. % in zato v zadnji fazi naravne vinske fermentacije vedno 
prevladujejo sevi, na višje koncentracije etanola odporne kvasovke S. cerevisiae. Ta vrsta 
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je znana kot »vinska kvasovka« in se uporablja za vzpodbuditev fermentacije (Pretorius, 
2000). Zgodnja smrt in avtoliza ne-Saccharomyces kvasovk daje dodatna hranila za rast 
Saccharomyces kvasovk. Pri tem se izločajo polisaharidi celične stene, manoproteini, ki se 
lahko združujejo s tanini in antociani ter vplivajo na barvo in trpkost vina (Escot in sod., 
2001). Veliko je tudi študij o sevih S. cerevisiae, ki producirajo zimocine (ang. »killer 
toksine«) in so na njih občutljivi ali pa nevtralni. Te interakcije odločajo, katere vrste bodo 
prevladale in končale fermentacijo. Takšen fenotip to velikokrat omogoča kvasovki 
S.cerevisiae (Fleet in Heard, 1993; Fleet, 2003). 
 
Spontana fermentacija vedno traja dlje kot vzpodbujena, končni produkt je lahko zelo 
različen. Vinarji se raje poslužujejo vzpodbujenih fermentacij z dodatkom eno- ali 
večvrstne starter kulture, predvsem zaradi zanesljivejše in hitrejše fermentacije ter 
predvidljive kakovosti vina (Pretorius, 2000). Starter kulture so danes komercialno 
dostopne, čeprav so vinarji previdni pri izbiri posameznega seva, saj njihove lastnosti 
vplivajo na stopnjo fermentacije ter tvorbo vodikovega sulfida (H2S) (Ough and Groat, 
1978; Jiranek in sod., 1995; Fugelsang in Edwards, 2007). Zaželene lastnosti in 
sposobnosti izbranih kultur so: hiter začetek fermentacije, odpornost na nizke vrednosti 
pH-ja, odpornost na visoko temperaturo, sposobnost fermentacije pri nizki temperaturi, 
zahteva po nizkih koncentracijah dušika, sposobnost produkcije nizkih koncentracij H2S, 
sposobnost flokulacije ter da ne povzroča penjenja mošta (Fugelsang in Edwards, 2007). 
Sev mora biti odporen tudi na žveplov dioksid, ki se uporablja v vinarstvu kot antioksidant 
in ima protimikrobni učinek (Bisson, 2001).  
2.5.2 Združena starter kultura 
Kadar uporabimo združeno kulturo vinskih kvasovk rodu Saccharomyces, pridobimo 
bogatejše vino z aromatskimi spojinami kot pri fermentaciji z monokulturami (Howell in 
sod., 2006). Podobno stopnjo odpornosti na etanol kot kvasovke rodu Saccharomyces, 
imajo tudi nekateri sevi vrste Starmella bacillaris (staro ime Candida stellata). Zato se 
velikokrat vinarji odločijo za združeno starter kulturo med Saccharomyces in Starmella 
bacillaris, saj takšne starter kulture povečajo vsebnost glicerola, nekatere vinske kvasovke 
pa z izločanjem encimov, kot so esteraze, β-glukozidaze in proteaze, povečajo sintezo 
ostalih aromatskih spojin v vinu (Ciani in Ferraro, 1998; Soden in sod., 2000; Domizio in 
sod., 2007). 
2.5.3 Vpliv združene kulture na kakovost vina 
Kvasovke proizvajajo spojine (višji alkoholi, estri, kisline, tioli, karbonili), ki vplivajo na 
kakovost vina (Berry in Watson, 1987; Dumont in Dulau, 1997; Lambrechts in Pretorius, 
2000). Spojine so različne glede na prisotnost različnih vrst kvasovk in zato vplivajo na 
aromo končnega produkta fermentacije. Kemijske analize so pokazale razliko v sestavi 
vina po fermentaciji z združeno kulturo in v primerjavi s fermentacijo s posamezno 
kulturo. Najverjetneje v združeni kulturi prihaja do vpliva ene vrste na metabolizem ostalih 
kvasovk (Cheraiti in sod., 2005). Howell in sod., (2006) so s kombinacijo molekularnih 
(amplifikacija PCR) in kemometričnih (GC-MS) metod dokazali, da je vino, katerega 
fermentacija je potekala z združeno kulturo kvasovk Saccharomyces, bolj bogato s 
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hlapnimi aromami kot vino, nastalo po fermentaciji monokultur. Rezultati dokazujejo 
metabolne interakcije med sevi in vrstami kvasovk. 
 
Kadar kvasovka sintetizira določeno komponento in jo izloči v okolje, jo lahko druga 
kvasovka prevzame in uporabi. Tako poteka interakcija med kvasovkami in delitev 
metabolitov. Redoks interakcije se lahko dogajajo med kvasovkami in ko-kulturami. 
Kvasovka sintetizira acetaldehid, ga izloči, druga kvasovka ga sprejme in vključi v 
metabolizem. S tem so dokazali, da sestavo vina pri združeni kulturi ne moremo 
nadomestiti z mešanjem vin, ki so nastala pri fermentaciji z monokulturo (Cheraiti in sod., 
2005). 
2.6 KVASOVKE KOT PROBIOTIKI 
Probiotiki so živi mikroorganizmi, ki imajo pozitiven učinek na organizem, kadar jih 
zaužijemo v zadostnih količinah. Čeprav so mlečnokislinske bakterije najbolj pogosto 
uporabljeni probiotiki, se kot probiotike vedno več uporablja tudi kvasovke (Fleet in Balia, 
2006). Probiotična kvasovka Saccharomyces boulardii (nom.nud.) je bila več let uporabna 
kot bioterapevtsko sredstvo za zdravljenje motnje prebave (diareje), za stimulacijo 
imunskega sistema in za zniževanje nivoja holesterola. Kvasovke kolonizirajo prebavni 
trakt, ter se borijo proti škodljivim mikroorganizmom (van der Kuhle in sod., 2005). 
Uporabo v komercialne namene sicer preprečujejo tehnične ovire, saj kvasovke S. 
boulardii (nom.nud.) povzročajo napenjanje in etanolni kvar, vendar se kljub temu 
probiotiki vse bolj uporabljajo v živilski industriji (Fleet in Balia, 2006). 
 
Sevi, ki se uporabljajo v laboratoriju, se manj razlikujejo med sabo kot sevi iz izvornega 
okolja. Ti se veliko bolj razlikujejo v ploidnosti in drugih fenotipskih lastnosti. Sevi, ki jih 
uporabljajo pri pridelavi vina in piva, so identificirani kot sev S. cerevisie (Codon in sod., 
1998), čeprav je molekularni kariotip, ploidnost in razporeditev Ty regij zelo različna med 
njimi. Predvsem aneuploidija je pri pivskih in vinskih sevih zaželjena lastnost. S pomočjo 
primerjalne genomske hibridizacije za analizo celotnega genoma so ugotovili, da kvasovki 
S. cerevisie in S. boulardii (nom.nud.) pripadata isti vrsti (Edwards-Ingram in sod., 2004). 
 
Detektirali so skupne genske regije, prav tako imata zelo podoben kariotip, kljub temu so 
pri S. boulardii (nom.nud.) določili dve regiji v odprtem bralnem okvirju (200 in 740 bp), 
ki sta značilna samo za S. boulardii (nom.nud.) in jih lahko na ta način ločimo od ostalih 
vrst (Fietto in sod., 2004). Prav tako so z orodjem Genbank primerjali zaporedji rDNK ITS 
regij, ki pa se nista razlikovali. Za te regije je predvsem značilno, da pokažejo nizko 
znotrajvrstno variabilnost in visoko medvrstno variabilnost (Fietto in sod., 2004). 
Razlikujeta se v nekaterih genomskih značilnosti, kot so prisotnost trisomije kromosoma 
IX pri S. boulardii (nom.nud.) ter različno število kopij nekaterih genov. Povišano število 
teh genov potencialno vpliva na hitrejšo rast, sposobnost pretvorbe v psevdohife ter 
preživetje v kislem okolju. Ravno te sposobnosti omogočajo kvasovki S. boulardii 
(nom.nud.), da deluje kot probiotik. Ugotovili so tudi, da kvasovka S. boulardii (nom.nud.) 
ni sposobna sporulacije. To so potrdili s primerjalno genomsko hibridizacijo (manjše 
število kopij genov CDC16, DMC1, MND2). Metabolno in fiziološko se kvasovki precej 
razlikujeta. Večina sevov S. cerevisie raste optimalno pri temperaturi 30 °C, S. boulardii 
(nom.nud.) pa pri 37 °C (Łukaszewicz, 2012). Pri poskusu, kjer so Fietto in sod., (2004) 
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iskali razlike med probiotično in vinsko kvasovko, je probiotična kvasovka rastla boljše pri 
temperaturi 30 °C kot pri 37 °C. 
2.7 KOMUNIKACIJA MED MIKROORGANIZMI 
Kvasovke v različnih ekosistemih redko delujejo same, vedno se združujejo in ustvarjajo 
medsebojne interakcije. Veliko parametrov vpliva na mikrobno ekologijo pri fermentaciji 
vina, najbolj pomembna sta kemijska sestava mošta ter proces fermentacije. Fermentacija 
vina je kompleksen ekosistem, v katerem prihaja do interakcij med različnimi sevi in 
vrstami mikroorganizmov. Medsebojne interakcije pa odločilno vplivajo na končno 
ekologijo in aromatsko sestavo vina (Fleet, 2003). Kadar pri fermentaciji sodeluje 
združena kultura, se spremeni vsebnost hlapnih aromatičnih spojin, saj en sev ali vrsta 
vpliva na ostale (Cheraiti in sod., 2005). 
 
Pri fermentaciji vina prihaja do interakcije med Saccharomyces in ne-Saccharomyces 
kvasovkami. Kvasovke izločajo različne metabolite (etanol, ocetna kislina, maščobne 
kisline: heksanojska, oktanojska in dekanojska kislina), s katerimi vplivajo na medsebojno 
upočasnjeno rast in odmiranje (Fleet, 2007). Na ostale kvasovke lahko vplivajo tudi z 
izločanjem t. i. ubijalskih toksinov (zunajcelični glikoproteini) ter z medceličnim stikom, 
ki povzroči zaustavitev rasti ne-Saccharomyces kvasovk, kadar so v stiku s kvasovko S. 
cerevisiae (Nissen in sod., 2003). 
2.7.1 Medcelične interakcije 
Mikroorganizmi ne živijo samotnega življenja. Med sabo se povezujejo in tvorijo 
skupnosti, ki obstajajo v katerem koli okolju. Za uspešne interakcije in včasih tudi za 
obstoj morajo med sabo komunicirati. Zaznavanje celične gostote ali kvoruma (QS ang. 
quorum sensing) je proces medcelične komunikacije, ki omogoča posameznim celicam, da 
ocenijo celično gostoto populacije, ki jih obdaja. Celice to dosežejo z izločanjem majhnih 
hormonom podobnih molekul t. i. avtoinducerjev ali signalnih molekul (Avbelj in sod., 
2015). Tekom povečanja gostote populacije, ko koncentracija signalnih molekul preseže 
kritično mejo, se aktivirajo signalne transdukcijske poti, ki določajo izražanje tarčnih 
genov. Ta proces omogoča celicam, da se prilagodijo na spremembe v okolju. Prve 
raziskave o zaznavanju kvoruma so izvedli na bioluminiscentnih gram negativnih 
bakterijah Vibrio fischeri in Vibrio harveyi. Kot signalne molekule izločajo acilirane 
homoserin laktone. Pri določeni koncentraciji le-teh se sproži signalna transdukcijska 
kaskada, kar omogoča sintezo luciferaze. Gram pozitivne bakterije, ki izločajo 
oligopeptide kot signalne molekule, in gram negativne bakterije uporabljajo zaznavanje 
kvoruma za številne fiziološke aktivnosti, kot so simbioza, virulenca, kompetenca, 
konjugacija, proizvodnja antibiotikov, sporulacija, tvorba biofilma ter za gibljivost (Miller 
in Bassler, 2001). Zaznavanje kvoruma omogoča nadzor izražanja genov in posledično 
določa vedenje celotne skupnosti (Miller in Bassler, 2001). Med bakterijami in 
enoceličnimi evkarionti so razlike v signalnih molekulah in to kaže na veliko raznolikost 
molekul v kemijskih lastnostih, ki sodelujejo pri zaznavanju kvoruma (Bassler, 2002; 
Atkinson in Williams, 2009; Williams in sod., 2007). 
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2.7.2 Medcelična komunikacija med kvasovkami 
Prve raziskave pri kvasovkah so bile opravljene na kvasovki Starmella bacillaris. Odkrili 
so, da sistem zaznavanja kvoruma sodeluje pri spremembi morfološke oblike kvasovk med 
kvasno in filamentozno obliko oz. prepreči tvorbo micelija (Hornby in sod., 2001). 
Signalni molekuli, ki to omogočata, sta farnezol in tirozol (Alem in sod., 2006; Sprague in 
Winans, 2006; Nickerson in sod., 2006; Kruppa, 2009). Signalni molekuli pri modelnem 
organizmu Saccharomyces cerevisiae sta 2-feniletanol in triptofol, ki pri nizkih 
koncentracijah dušika uravnavata prehod iz filamentozne oblike rasti v kvasno obliko 
(Wuster in Babu, 2010; Leeder in sod., 2011). Avbelj in sod., (2015) so pri svoji študiji 
prišli do ugotovitve, da je po 30 urah fermentacije, kjer se je zmanjšala celična rast, prišlo 
do povečanja koncentracije tirozola. Celice najprej začnejo regulirati svojo koncentracijo s 
povečanim izločanje triptofola, temu pa sledi izločanje fenilalanina in tirozola. Dokazali 
so, da je tudi tirozol signalna molekula. Način zaznave 2-feniletanola in triptofola pri S. 
cerevisiae ni poznan. 2-feniletanol in triptofol sinergistično učinkujeta na povečano 
izražanje gena FLO11, preko kinaze Tpk2p in transkripcijskega faktorja Flo8p. FLO11 
določa sintezo flokulinskega proteina Flo11p, ki je ključen za filamentozno rast (Chen in 
Fink, 2006). Kadar pride do delecije Tpk2 ali FLO8, takrat S. cerevisiae ne tvori 
filamentov (Wuster in Babu, 2010). 
 
Rivero in sod., (2015) so raziskovali genetsko ozadje ekoloških interakcij med sevi S. 
cerevisiae. Prišli so do ugotovitve, da obstaja med naravnimi izolati kvasovk nesebičen 
odnos, ki je odvisen od sproščanja proteina toplotnega šoka Hsp12p. Protein Hsp12p se 
sprošča tekom celične smrti v javno korist, saj aktivira stresni odgovor pri sosednjih 
celicah. Posledično sevu omogoča hitrejšo rast. Prisoten je tudi membranski protein Pau5p, 
ki omogoča odpornost na toksin smrti. Kombinirano delovanje Hsp12p, Pau5p in toksina 
smrti sestavlja zanko nagrade-kazni, ki omogoča uspešno delovanje skupnosti kvasovk, 
njihovo preživetje ter zaščito pred oportunističnimi sevi. Luo in van Vuuren sta že leta 
2009 dokazala, da so PAU geni vključeni v prilagoditev kvasovk na določene stresne 
dejavnike v okolju ter na aktivnost kvasovk tekom alkoholne fermentacije. Zmanjšan nivo 
ekspresije PAU genov povzroči počasnejšo rast celic kvasovk (Rivero in sod., 2015). 
2.8 SIGNALNE MOLEKULE 2-FENILETANOL, TRIPTOFOL, TIROZOL 
Aromatski alkoholi 2-feniletanol, triptofol in tirozol so sintetizirani iz aminokislin 
fenilalanin, triptofan in tirozin po Ehrlichovi poti (Slika 1). V prvi stopnji transaminacije iz 
aminokisline nastane -keto kislina, sledi dekarboksilacija, ki omogoča nastanek aldehida, 
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Slika 1: Sinteza aromatskih alkoholov po Ehrlichovi poti (Hazelwood in sod., 2008).  
Fenialanin se s procesom deaminacije pretvori v 3-fenilpiruvat, temu sledi dekarboksilacija 
v 2-fenilacetilaldehid, ki je kasneje reduciran v 2-feniletanol (Dickinson in sod., 2003). 
Kadar je edini vir dušika aminokislina, ta pot prevlada pred de novo biosintezo 2-
feniletanola preko šikimatne poti, do katere pride pri nizkih koncentracijah L-fenilalanina 
(Ayrapaa, 1965). Tirozol, ki je aromatski alkohol, nastane z deaminacijo tirozina v p-
hidroksifenilpiruvat, ta se dekarboksilira v p-hidroksifenilacetaldehid, sledi redukcija v p-
hidroksifeniletanol oz. tirozol (Hazelwood in sod., 2008). 
Triptofol nastane po Erlichovi poti s transaminacijo triptofana v indol-3-piruvat, 
dekarboksilacijo v indol-3-aldehid in redukcijo do primarnega alkohola triptofola 
(Dickinson in sod., 2003). 
2.8.1 Uravnavanje sinteze aromatskih alkoholov 
Do nedavnega je bilo zelo malo poznanih genov, ki sodelujejo pri sintezi aromatskih 
alkoholov. Sintezo aromatskih alkoholov (2-feniletanol, tirozol, triptofol) določajo 
aminotranferaze (Aro8, Aro9 in Aro10), piruvat dekarboksilaze (Pdc1, Pdc5 in Pdc6) in 
alkoholne dehidrogenaze (Adh) iz aminokislin triptofana, tirozina in fenilalanina. Aro9 in 
Aro10 sta regulirana s transkripcijskim faktorjem Aro80, aktivnost le-tega je regulirana s 
triptofolom, s čimer je vzpostavljena pozitivna povratna zanka (Wuster in Babu, 2010). Na 
produkcijo vpliva koncentracija dušika in celična gostota, saj je pri visoki celični gostoti 
večja proizvodnja aromatskih alkoholov kot pri nižji celični gostoti. Visoka celična gostota 
poveča izražanje genov ARO9 in ARO10 (Chen in Fink, 2006). 
 
Prvi korak, transaminacijo, ki omogoča nastanek -keto kisline, katalizira 
aminotransferaza I in II, ki jo kodirata gena ARO8 in ARO9. Sledi dekarboksilacija, ta je 
katalizirana z aromatsko dekarboksilazo pod kodirajočim genom ARO10 in piruvat 
dekarboksilazo. Pri tem nastane aldehid. Transkripcija ARO8 in ARO9 je sprožena s 
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prisotnostjo aromatskih alkoholov 2-fenilalanina, tirozina in triptofana (Slika 2). 
Aminokisline so donorji amino skupin, ki jih za aktivacijo potrebujejo aminostransferaze I 




Slika 2: Prikaz sodelujočih encimov pri sintezi aromatskih alkoholov triptofola (TrpOH), 2-feniletanola 
(PheOH) in tirozola (TyrOH). Sodelujejo aminotransferaze (Aro8, Aro9), aromatske dekarboksilaze (Aro10), 
piruvat dekarboksilaze (Pdc1, Pdc5 in Pdc6) in alkoholne dehidrogenaze (Adh) iz aminokislin triptofana, 
tirozina in fenilalanina (Wuster in Babu, 2010). 
Aromatski alkoholi vplivajo na ekspresijo številnih drugih genov. Vplivajo vsak zase ali pa 
skupaj. 2-feniletanol ima najmočnejši vpliv ter vpliva na diferencialno izražanje 412 
genov, triptofol vpliva na 264 genov, najmanj pa tirozol, in sicer na 251 genov (Wuster in 
Babu, 2010). Raziskave so pokazale, da Flo8p ter Aro80p nista edina, ki vplivata na 
spremembe v izražanju genov ob prisotnosti aromatskih alkoholov (Wuster in Babu, 2010). 
Pomembni so še ostali transkripcijski faktorji Msn2p,Mig1p, Rgm1p, Sip4p in Cat8p, ki 
regulirajo različne gene ob prisotnosti 2-feniletanola na večjem transkripcijskem območju. 
Cat8p regulira gene glukoneogeneze ter encime glikoksilatnega cikla, enako tudi Sip4p. 
Mig1p je vključen v regulacijo encimov pri represiji glukoze ter vpliva na aktivatorje 
respiracije, prav tako pa regulira gen CAT8. Ugotovitve se skladajo z dejstvom, da je 
filamentozna rast pri kvasovkah kontrolirana s sistemom zaznavanja kvoruma in omogoča 
preživetje v primeru pomanjkanja hranil (Wuster in Babu, 2010).  
Wuster in Babu (2010) sta potrdila hipotezo, da so PDR (ang. pleiotropic drug resistance) 
prenašalci vključeni v medcelično komunikacijo pri kvasovki S. cerevisiae ter omogočajo 
transport komunikacijskih molekul iz celice. Transkripcijski faktor Pdr1p, ki uravnava 
izražanje PDR prenašalcev, je po dodatku triptofola in tirozola močno izražen. 
12 
Močnik T. Interakcije med vinsko in probiotično kvasovko med fermentacijo vina v membranskem fermentorju.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
Chen in Fink (2006) sta dokazala, da je kopičenje 2-feniletanola in triptofola v gojišču 
odvisno od faze rasti ter da le-ta dosežeta najvišjo koncentracijo, ko celice vstopijo v 
stacionarno fazo rasti. S študijami celotnega genoma so ugotovili, da ta dva alkohola 
regulirata transkripcijo majhnega seta genov. 70 % teh genov ima pri vstopu v stacionarno 
fazo povečano izražanje, med njimi sta tudi ARO9 in ARO10 (Slika 3). Tudi Avbelj in sod., 
(2015) so dokazali, da se koncentracije 2-feniletanola, triptofola in tirozola ujemajo z 
nivojem ekspresije genov, za katere so aromatski alkoholi odgovorni za njihovo sintezo. V 
njihovem primeru so bili to geni ARO8, ARO9 in ARO10 (Slika 3). V zgodnji eksponentni 
fazi je bil najprej aktiviran gen ARO8, ki je odgovoren za sintezo aromatskih alkoholov. 




Slika 3: Dinamika sinteze signalnih molekul 2-feniletanola, tirozola in triptofola povezana z nivojem 
izražanjem ARO genov ter koncentracija živih celic/mL (Avbelj in sod., 2015). 
2.8.2 Vpliv aromatskih alkoholov na morfologijo Saccharomyces cerevisiae 
Okoljski signali so tisti, ki vplivajo na spremembo izražanja genov ter na morfologijo 
kvasovk. Tako pri Starmella bacillaris kot pri kvasovki S. cerevisiae okoljski dejavniki 
vplivajo na spremembo rasti med celično ali filamentozno obliko. Pri obeh organizmih se 
to zgodi, kadar primanjkuje vira dušika. Pomanjkanje dušika sproži rast psevdohif v 
diploidnih celicah ter poveča hitro rast haploidnih celic na minimalnem sintetičnem gojišču 
(Gimeno in sod., 1992; Chen in Fink, 2006). Diploidno rast pri kvasovki S. cerevisiae in 
psevdohif sprožita 2-feniletanol in triptofol (Chen in Fink, 2006). Signal nizke 
koncentracije dušika se prenaša z elementi visoko ohranjenih poti z mitogenom aktiviranih 
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protein kinaz (MAPK) in protein kinaz A (PKA). Rezultat je povečana transkripcija genov, 
potrebnih za filamentacijo (Liu in sod., 1993; Liu in sod.,1994).
 
Za sprožitev spremembe v morfogenezi S. cerevisiae s 2-feniletanolom in triptofolom je 
nujno potreben Flo11p (Slika 4). 2-feniletanol in triptofol povečata izražanje FLO11 
mRNK. Ekspresija FLO11 in morfogeneza sta odvisni od Tpk2p, katalitske podenote PKA, 
ki je ključna za filamentozno rast (Robertson in Fink, 1998). Dokazali so tudi, da sta za 
sintezo aromatskih alkoholov pomembni aminotransferazi aro8 in aro9, saj je bila 
koncentracija izločenih alkoholov v okolje pri dvojnemu mutantu aro8 aro9 zelo nizka 
(Chen in Fink, 2006). 
 
Slika 4: Sprožitev sprememb v morfogenezi kvasovke S. cerevisiae (Chen in Fink, 2006). 
Intenzivnost sinteze in proizvodnja signalnih molekul je tudi odvisna od faze rasti 
kvasovke S. cerevisiae. Najvišjo koncentracijo aromatskih alkoholov 2-feniletanola, 
triptofola in tirozola so zaznali po eksponentni fazi rasti, nato pa je koncentracija 




Slika 5: Dinamika sinteze aromatskih alkoholov (2-feniletanol, triptofol, tirozol) tekom faze rasti celic 
kvasovke S. cerevisiae (Zupan in sod., 2013). 
Pri produkciji alkoholov je pomembna tudi pozitivna povratna zanka, saj je proizvodnja 
sprožena s triptofolom. Ko triptofol sproži encime, ki jih potrebuje za lastno sintezo, se 
sproži povratna zanka in sinteza ostalih aromatskih alkoholov. Tako imajo pri 
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pravočasnem vstopu v stacionarno fazo vlogo tudi signalne molekule (Wuster in Babu, 
2010; Chen in Fink, 2006). Celice same začnejo regulirati svojo koncentracijo s povečanim 
izločanjem triptofola, kateremu sledi izločanje 2-feniletanola in tirozola. Ko vstopijo v 
stacionarno fazo, koncentracija izločenih alkoholov pade, najverjetneje zaradi 
avtoregulacije ali kakšnega okoljskega dejavnika (npr. pomanjkanje dušika) (Avbelj in sod. 
2015). 
 
Čeprav je S. cerevisiae odporna na etanol, lahko višje koncentracije le-tega inhibirajo 
celično rast in živost. Avbelj in sod., (2015) so v svojem poskusu prišli do ugotovitve, da 
višje koncentracije dodanega etanola direktno ali indirektno vplivajo na sintezo aromatskih 
alkoholov. Najverjetneje pride do odziva celice na stres, povzročen z etanolom, in tako se 
zmanjša celična rast, živost, transport glukoze in aminokislin, vpliv se kaže tudi na 
membranski strukturi ter funkcionalnosti (Chandler in sod., 2004). 
2.9 METODE DOLOČANJA KOMUNIKACIJSKIH MOLEKUL 
Za analizo višjih alkoholov je izbira ustrezne analitske metode ključnega pomena, saj jih 
celice izločajo v nizkih koncentracijah (Wuster in Babu, 2007). Najpogosteje se za 
detekcijo uporablja kromatografija visoke ločljivosti z uporabo detektorja z diodno matriko 
(HPLC-DAD) ter plinska kromatografija (Chen in Fink, 2006; Ciani in Ferraro, 1996; Toro 
in Vazquez, 2002). Bolj občutljive metode so kombinirane metode, npr. plinska 
kromatografija s plamensko ionizacijskim detektorjem (GC-FID) in plinska kromatografija 
z masno spektrometrijo (GC-MS) (Hua in sod., 2010; Ghosh in sod., 2008).  
Za čiščenje, ločevanje ter kvalitativno in kvantitativno določanje posameznih komponent v 
vzorcu se uporablja tekočinska kromatografija visoke ločljivosti oz. HPLC (Skoog in sod., 
2004).  
 
Pri raziskovanju mehanizmov medcelične komunikacije analize temeljijo na prekinitvi 
genov, ki so ključni za sintezo komunikacijskih molekul. Prav tako lahko uporabimo 
tehnike, kot so izbijanje senzorja in/ali regulatornega gena za odgovor na komunikacijske 
molekule ali pa spremljamo spremembe v izražanju določenih genov (Wuster in Babu, 
2007). Med genetske analize uvrščamo tudi metodo PCR v realnem času, ki je uveljavljena 
metoda za določanje mRNK v bioloških vzorcih. Omogoča ugotavljanje sprememb v 
izražanju genov in posledično proučevanje ključnih mehanizmov v bioloških procesih. 
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3 MATERIALI IN METODE 
V tem poglavju so navedene metode in materiali, ki smo jih uporabili tekom 






Slika 6: Hodogram poskusa alkoholne fermentacije sintetičnega mošta MS300.  
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Pri eksperimentalnem delu smo uporabili spodaj naštete in opisane materiale. 
3.1.1  Mikroorganizmi 
Uporabljena seva se nahajata v Zbirki industrijskih mikroorganizmov (ZIM) Biotehniške 
fakultete, Univerze v Ljubljani. Uporabili smo komercialni sev probiotične vrste 
Saccharomyces boulardii (nom.nud.) Ultra Levure (Flostar, ZIM 2263) in vinski sev 
Saccharomyces cerevisiae  Lalvin EC 1118 (Lallemand, ZIM 2239). Pred uporabo smo 
posamezno kolonijo vmesno precepljali na sveža gojišča in tako ohranjali čistost in živost 
kulture. 
3.1.2 Fermentorji 
Uporabili smo dvoprekatne membranske fermentorje (Kosel in sod., 2017) (Slika 7) z 
volumnom do 250 mL. Pred uporabo smo jih za vsaj 24 ur namočili v 70 % etanol, nato pa 
posušili v laminarju. Za izvedbo poskusa smo združili dva fermentorja, ki sta bila ločena z 
1,2 μm membrano. Tudi te smo predhodno potopili v 70 % etanol nato pa še v sterilno 
fiziološko raztopino. Fermentorje smo zlepili skupaj s silikonom, vmes pa je bila 
membrana. Komplet smo obdali z elastično gumico ter pustili čez noč, da se posuši. 
Posamezen fermentor smo zamašili z gumijastim zamaškom. Pri prvem delu poskusa smo 
vzorčili s pipeto in sproti odstranjevali zamaške, v drugem delu smo uporabili injekcijske 
igle in brizge. Pripravili smo 9 kompletov (tj. 18 posameznih fermentorjev – 3 biološke 
ponovitve), saj smo uporabili 3 komplete fermentorjev za vsako kulturo (probiotična 
kvasovka, vinska kvasovka) ter 3 komplete za združeno kulturo (probiotična in vinska 
kvasovka). Fermentacija je potekala na magnetnem mešalu v inkubatorju pri temperaturi  
22 °C. 
 
Slika 7: Shematski prikaz dvoprekatnega membranskega fermentorja (Kosel in sod., 2017). 
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3.1.3 Mikrobiološka gojišča 
Pri eksperimentalnem delu poskusa smo uporabili tekoče YPD Broth (ang. Yeast Peptone 
Dextrose) in trdno gojišče YPD, za preverjanje rasti smo uporabili gojišče YPD (ang., 
Yeast Extract Peptone Dextrose) z galaktozo in WL hranilno gojišče (ang. Wallerstein 
Laboratory Nutrient Agar). Za izvedbo poskusa smo pripravili sintetični mošt MS300 
(Bely in sod., 1990b). 
3.1.3.1  Tekoče gojišče YPD Broth 
Za namnožitev prekonočne kulture smo uporabili gojišče YPD Broth. Za koncentracijo 50 
g/L smo zatehtali 25 g YPD Broth-a. Pripravili smo 500 mL gojišča. Vse skupaj smo dobro 
premešali ter toplotno sterilizirali v avtoklavu (20 min, 121 °C, 1 bar). 150 mL gojišča 
ohlajenega na sobno temperaturo smo aseptično prelili v sterilizirane erlenmajerice (250 
mL). Ker smo želeli namnožiti dve kulturi, smo pripravili dve erlenmajerici. 
3.1.3.2  Trdno gojišče YPD 
V enolitrsko steklenico z navojem smo zatehtali zahtevano količino YPD gojišča ter dodali 
750 mL destilirane vode. Vse skupaj smo dobro premešali ter sterilizirali v avtoklavu (20 
min, 121 °C, 1 bar). Po končani sterilizaciji smo gojišče ohladili v toplotni kopeli na 55 °C 
in ga aseptično razlili v sterilne petrijeve plošče. Trdno obliko gojišča smo uporabili za 
določanje števila kolonijskih enot ter dokazovanje združene in posamične kulture. 
3.1.3.3  Trdno gojišče YEP z galaktozo (brez glukoze) 
Trdno gojišče YEP z galaktozo smo uporabili za preverjanje rasti posamične kulture v 
posameznem fermentorju. Zatehtali smo 2,5 g 0,5 % kvasnega ekstrakta, 2,5 g 0,5 % 
peptona, 5 g 1 % galaktoze in 10 g 2 % agarja. Vse skupaj smo zmešali v enolitrsko 
steklenico z zamaškom in dolili 500 mL destilirane vode ter sterilizirali v avtoklavu (20 
min, 121 °C, 1 bar). Sterilizirano gojišče smo ohladili na 55 °C v toplotni kopeli, nato smo 
ga aseptično razlili v sterilne petrijeve plošče. 
3.1.3.4  Trdno gojišče WL (ang. Wallerstein Laboratories Nutrient agar) (Fluka, Švedska) 
Za pripravo hranilnega agarja s koncentracijo 80,25 g/L smo zatehtali 40,12 g agarja in 
dodali 500 mL destilirane vode. Gojišče smo raztopili, sterilizirali (20 min, 121 °C, 1 bar) 
in ga ohlajenega aseptično razlili. Gojišče je diferencialno, vsebuje barvilo bromkrezol 
zeleno, ki omogoča kolonijam, da se ločijo po morfologiji in barvi.   
3.1.3.5  Sintetični mošt MS300 (Bely in sod., 1990b) 
Pri poskusu smo uporabili sintetični mošt MS300. Mošt je vseboval 100 g/L glukoze, 100 
g/L fruktoze, amonijev klorid, mineralne soli, vitamine in aminokisline v koncentracijah, 
navedenih v preglednicah 1-7 (Bely in sod., 1990b). Sestavine smo pripravili v založnih 
raztopinah in jih sterilno filtrirali ter ustrezno shranili. Vrednost pH mošta je znašala 3,97. 
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Preglednica 1: Koncentracija sladkorjev v gojišču MS300. 




glukoza 100 400 
fruktoza 100 400 
 
Založni raztopini glukoze in fruktoze smo pripravili ločeno. Vsake raztopine smo pripravili 
500 mL, tako smo posamezne sestavine natehtali 200 g ter dolili dH2O. Mešanico smo 
dobro resuspendirali na magnetnem mešalu s pomočjo segrevanja, vsebino prelili v 500 
mL bučko in dodali dH2O do oznake. Po sterilni filtraciji smo sladkorje shranili v hladilnik 
pri temperaturi 4 °C. 
 
Preglednica 2: Koncentracija makroelementov v gojišču MS300. 




KH2PO4 750 7,5 
K2SO4 500 5 
MgSO4 × 7H2O 250 2,5 
CaCl2 × 2H2O 155 1,55 
NaCl 200 2 
 
Posamezne sestevine smo zatehtali v čašo, dodali dH2O in na magnetnem mešalu dobro 
resuspendirali. Vsebino smo prelili v 500 mL bučko in dolili dH2O do oznake. Enak 
postopek smo uporabili tudi pri pripravi mikroelementov. Po končani pripravi smo založne 
raztopine sterilno filtrirali ter shranili v hladilnik pri temperaturi 4 °C. 
 
Preglednica 3: Koncentracija mikroelementov v gojišču MS300. 




MnSO4 × H2O 4 0,4 
ZnSO4 4 0,4 
CuSO4 × 5H2O 1 0,1 
KI 1 0,1 
CoCl2 × 6H2O 0,4 0,04 
H3BO3 1 0,1 
NaMoO4 × 2H2O 1 0,1 
 
19 
Močnik T. Interakcije med vinsko in probiotično kvasovko med fermentacijo vina v membranskem fermentorju.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
Preglednica 4: Koncentracija vitaminov v gojišču MS300. 




mio-inozitol 20 2 
nikotinska kislina 2 0,2 
kalcijev pantotenat 1,5 0,15 
tiamin HCl 0,25 0,025 
piridoksin HCl 0,25 0,025 
biotin 0,003 0,0003* 
*zaradi premajhne koncentracije založne raztopine biotina, smo pripravili založno raztopino biotina s 
koncentracijo 0,1 g/L, iz katere smo nato 3 mL prenesli k skupni založni raztopini. 
 
Vitamine smo pripravili v skupni založni raztopini tako, da smo natehtali posamezne 
sestavine, dodali dH2O ter homogeno zmešali na magnetnem mešalu, vsebino prelili v 500 
mL bučko in dodali dH2O do oznake. Založno raztopino smo alikvotirali v 50 mL falkonke 
in jih hranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C. Enak postopek priprave in 
shranjevanja smo uporabili pri pripravi založne raztopine aminokislin.  
 
Preglednica 5: Koncentracija aminokislin v gojišču MS300. 




L-prolin 612,6 14,1 
L-glutamin 505,3 11,6 
L-arginin 374,4 8,6 
L-triptofan 179,3 4,1 
L-alanin 145,3 3,3 
L-glutaminska kislina 120,4 2,8 
L-serin 78,5 1,8 
L-treonin 759,2 17,5 
L-levcin 48,4 1,1 
L-aspartinska kislina 44,5 1,0 
L-valin 44,4 1,0 
L-fenilalanin 37,9 0,9 
L-izolevcin 32,7 0,8 
L-histidin 32,7 0,8 
L-metionin 31,4 0,7 
L-tirozin 18,3 0,4 
L-glicin 18,3 0,4 
L-lizin 17,0 0,4 
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Preglednica 6: Koncentracija amonijevega klorida v gojišču MS300. 




Amonijev klorid 460 50 
 
Dodatek 460 mg/L amonijevega klorida je za kvasovke predstavljal 120 mg asimilativnega 
dušika, dodatek 19 aminokislin pa 180 mg, kar je skupaj 300 mg, kot je omenjeno tudi v 
imenu gojišča. Pripravili smo 500 mL založne raztopine amonijevega klorida po enakem 
postopku kot predhodne raztopine. 
 
Preglednica 7: Koncentracija in končni volumen založnih raztopin v gojišču MS300. 
Sestavina Založna raztopina Volumen – končni volumen 
1000 mL 
glukoza 400 g/L 250 mL 
fruktoza 400 g/L 250 mL 
makroelementi 10 × 100 mL 
mikroelementi 100 × 10 mL 
vitamini 100 × 10 mL 
aminokisline 23 × 43,478 mL 
amonijev klorid 50 g/L 9,0933 mL 
HCl 0,1 M 5,42 mL 
sterilna dH2O  322,01 mL 
 
Pripravili smo 2 litra sintetičnega mošta. Vse sestavine smo aseptično odmerili s sterilnimi 
valji v sterilne enolitrske steklenice z modrim zamaškom. 
3.1.4 Reagenti in raztopine 
3.1.4.1  Fiziološka raztopina 
KH2PO4  3,4 g 
dH2O   50 mL 
NaOH   3 M 
 
V 100 mL čašo smo zatehtali 3,4 g KH2PO4, dodali 50 mL dH2O. Nevtralizirali smo z 3 M 
NaOH do pH = 7,2. Pripravljeno zmes smo prelili  v 100 mL bučko in napolnili z dH2O do 
oznake 100 mL. Raztopino smo hranili v sterilni steklenički z modrim zamaškom v 
hladilniku pri 4 °C ter jo uporabljali v razmerju 1,25 mL/1000 mL dH2O. 
3.1.4.2  Pufer TAE 
Vse sestavine smo zatehtali, odmerili zahtevano količino ter dolili dH2O. Vrednost pH smo 
uravnali na 8,1, nato pa prelili v enolitrsko bučko in dopolnili dH2O do oznake ter prelili v 
steklenico. Pufer smo hranili v hladilniku pri 4 °C. Za agarozne gele potrebujemo 0,5 × 
TAE pufer, ki smo ga pripravili tako, da smo odmerili 50 mL 10 × TAE pufra ter dolili 
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dH2O do oznake 1000 mL. Kadar smo uporabili TAE pufer za elektroforezo RNK vzorcev, 
smo namesto dH2O uporabili DEPC vodo. 
 
Preglednica 8: Sestavine za pufer 10 × TAE. 
Tris baza 
(400 mmol/L) 
0,4 M M = 121,1 48,44 g 
Ocetna kislina 0,2 δ = 1,05 kg/L 12 mL 
Na2 EDTA 0,02 M = 372, 24 7,44 g 
 pH = 8,1   
3.1.4.3 Agarozni gel 
 Agaroza   
 1 × TAE pufer  
 
Za 1,5 % gel velikosti 7 × 10 cm smo v steklenico zatehtali 0,45 g agaroze ter dolili 30 mL 
1 × TAE pufra. Vsebino smo premešali in segreli v mikrovalovni pečici. Ko se je agaroza 
raztopila, smo steklenico ohladili pod mrzlo vodo ali v toplotni kopeli ter agarozo razlili v 
modelček za gel. 
3.1.4.4  Natrijev azid 
Po protokolu Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) smo natrijev azid v 
koncentraciji 0,2 g/L dodali celicam pred analizo aromatičnega profila. Pripravili smo ga v 
založni raztopini 10 g/L, pri čemer smo 1 g NaN3 zatehtali v 100 mL čašo, ga raztopili z 
dH2O, nato pa prelili v 100 mL bučko in dodali dH2O do oznake. Raztopino smo filtrirali 
skozi 0,2 μL filter in hranili pri 4 °C. 
3.1.4.5  Metilensko modrilo 
Metilensko modrilo smo uporabili za obarvanje celic, kar nam je omogočilo razlikovanje 
med živimi in mrtvimi celicami ter štetje celic pod mikroskopom. Zatehtali smo 0,01 g 
metilenskega modrila in 2 g natrijevega citrata dihidrata ter dodali 10 mL dH2O. Sestavine 
smo dobro premešali, prelili v 100 mL bučko in dodali destilirano vodo do oznake. 
Raztopino smo filtrirali skozi 0,2 μL filter in hranili pri 4 °C. 
3.1.5 Reagenti in raztopine za pripravo reakcijske mešanice QPCR 
 
 EXPRESS One-Step SuperScript® Qrt-PCR Kit (Invitrogen, 11781-200), komplet 
vsebuje EXPRESS QPCR SuperMix Universal in referenčno barvilo ROX 
 Sprednji začetni oligonukleotid (5:100) 
 Zadnji začetni oligonukleotid (5:100) 
 Hibridizacijska sonda (5:100) 
 Barvilo Rox (1:10) 
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 PCR H2O 
 
Reagenti in raztopine za pripravo reakcijske mešanice PCR 
 
 PCR pufer 5× (Promega) 
 Magnezijev klorid MgCl2 (konc. 25 mM) (Promega) 
 Mešanica dNTP nukleotidov (konc. 2,5 mM) (Sigma) 
 Encim Taq polimeraza (konc. 5 U/μL) (Promega) 
 PCR voda (Fermentas) 
3.1.6 Material in reagenti za RNK izolacijo 
Priprava steklovine 
 
Steklovino smo pomili z detergentom, temeljito sprali z navadno in destilirano vodo, nato 
pa še z DEPC vodo. Steklovino smo zaprli z rdečim zamaškom in dali v pečico za 12 ur na 
180 °C. Steklovino, predvsem merilne valje in bučke, ki je bila izpostavljena 180 °C, smo 
uporabljali samo za RNK analizo. 
 
DEPC voda (0,1 %) 
 
Steklenice, ki smo jih pomili in dali v pečico, smo sprali z bidestilirano vodo, nato smo 
dolili bidestilirano vodo do zadnje oznake, dodali DEPC do končne koncentracije 0,1 %. 
Steklenico smo pokrili in močno mešali 1 minuto, nato pa inkubirali čez noč na 37 °C. 
Vodo smo avtoklavirali (121 °C, 20 min, 1 bar), ohladili na sobno T in hranili v omaro, 
kjer so spravljeni materiali in reagenti za izolacijo RNK. 
 
Preglednica 9: Priprava steklenic z DEPC vodo. 
Velikost steklenice Bidestilirana voda DEPC 
1000 mL 900 mL 0,9 mL 
250 mL 200 mL 0,2 mL 
100 mL 80 mL 0,08 mL 
50 mL 40 mL 0,04 mL 
          
 
70 % ETANOL 
 
Z merilnim valjem smo izmerili 70 mL 100 % etanola in prelili v steklenico z modrim 
zamaškom ter dodali 20 mL DEPC vode. 
 
SDS (0,5 %)  
 
Za 0,5 %  SDS smo zatehtali smo 1 g SDS, dodali destilirano vodo do oznake 200 mL.  
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3.1.6.1  Reagenti za izolacijo RNK z mehanskim načinom 
 Natrijev dodecil sulfat, SDS (Sigma) 
 Komplet RNeasy Mini Kit (Qiagen). Vseboval je: RLT pufer za lizo celic, pufer za 
izpiranje RW1, pufer za izpiranje RPE, vodo brez nukleaz, kolone in 
mikrocentrifugirke 
 Steklene kroglice s premerom 500 μm, ki smo jih predhodno segrevali v pečici 12 
ur na 180 °C (Sigma, G8722) 
 β-merkaptoetanol (Sigma) 
 absolutni etanol (Merck) 
3.1.6.2  Reagenti in raztopine za obdelavo RNK z encimom DNK-aza 
Za razgradnjo morebitno prisotne genomske DNK v vzorcu smo uporabili On-Column 
DNAse I Digestion Set (Sigma). Razgradnja z encimom DNK-za je potekala neposredno 
na koloniji med samim postopkom izolacije RNK. 
3.1.6.3  Reagenti in raztopine za preverjanje RNK na gelu 
 Agaroza (Sigma) 
 Natrijev dodecil sulfat, SDS (Sigma)  
 Pufer TAE za pripravo vodne raztopine TAE 0,5 × (v/v) 
 Nanašalni pufer (RNK loading dye) (Fermentas, R0641)  
 Molekulski označevalec dolžin fragmentov DNK (GeneRulerTM DNK ladder mix, 
100-10000 bp) (Fermentas, SM0331) 
 SYBR safe DNK barvilo (Invitrogen, S33102) 
3.1.6.4  Reagenti za obraten prepis in sintezo cDNK 
Za sintezo cDNK smo uporabili kit SuperScript
TM
VILO cDNK synthesis kit (Invitrogen). 





MasterMix (Invitrogen). MasterMix kit že vsebuje encim, tako 
da ni potrebno dodajati RNK encima. 
3.1.7 Začetni oligonukleotidi in sonde 
Začetne oligonukleotide in sonde smo uporabili za študij izražanja genov z metodo PCR v 
realnem času. Sonde so označene s fluorescenčnima barviloma, in sicer na 5' koncu s 
poročevalcem FAM in na 3' koncu z dušilcem TAMRA. Konstruirali so jih s pomočjo 
programa Primer 3 (Rozen in Skaletsky, 2000) ter Avbeljeva (2013) jih je uporabila v 
svojem doktorskem študiju. 
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Preglednica 10: Začetni oligonukleotidi za hišne gene, uporabljeni pri metodi PCR-RČ. 
Dostopna 
koda* 
Gen Ime Dolžina Nukleotidno zaporedje (5'- 3') 
YFL039C ACT1 
ACT1 F 20 CAGGTATTGCCGAAAGAATG 
ACT1 R 23 GTCAAAGAAGCCAAGATAGAACC 
RDN18-1 18S rRNK 
18S rRNK F 22 CTGCTTAATTGCGATAACGAAC 
18S rRNK R 22 CAGACCTGTTATTGCCTCAAAC 
YPRO8W TEF1 
TEF1 F 22 TCAGTGAATACCCACCATTAGG 
TEF1 R 22 GCCTTTTCAGTCTTGTCAACAG 
* Pubmed/Genbank accession number 
 
Preglednica 11: Sonde za hišne gene, uporabljene pri metodi PCR-RČ . 
Ime Dolžina Nukleotidno zaporedje (5'- 3') 
ACT1 sonda 25 [6FAM]AAATCACCGCTTTGGCTCCATCTTC[TAM] 
18S rRNK sonda 27 [6FAM]AGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATG[TAM] 
TEF1 sonda 7 [6FAM]ATGAGACAAACTGTCGCTGTCGGTG[TAM] 
 
Preglednica 12: Začetni oligonukleotidi za tarčne gene, uporabljeni pri metodi PCR-RČ. 
Dostopna 
koda* 
Gen Ime Dolžina Nukleotidno zaporedje (5'- 3') 
YGL2W ARO8 
ARO8 R 23 CTGTATCCAAGGAAAGGAAAGTG 
ARO8 F 22 AGGAAAGAGAGAAGGCACAAAG 
YHR13W ARO9 
ARO9 R 24 CAAATACCGTTCAGTAGTCAGGTC 
ARO9 F 22 AGACACGATTTCCTCATTGTTG 
YDR38W ARO10 
ARO10 R 24 GATAAGTTGAAGTCACCAGGAACA 
ARO10 F 23 CGTAAATCAAGAAGAACGACACC 
 
PAU5 
PAU5 F 20 GCCCACCCAACTGAAACTTA 
 PAU5 R 20 ATACCGTCTGCGGATAGAGC 
 
PAU17 
PAU17 F 20 CCGCTCATCCAACTGAAACT 
 PAU17 R 20 GCAGATAGAGCGCTGGAGAT 
 
THI5 
THI5 F 20 TTTTGTTGAACTGGCAACCA 
 THI5 R 20 AGGTGTGGATCATGGCTTTC 
 
THI12 
THI12 F 20 CCGCAGTCAGATGTGGTATG 
 THI12 R 20 CGGTACAGAAGCAACAGCAA 
 
UGA4 
UGA4 F 20 GATTACGGTTTGGCTGAGGA 
 UGA4 R 20 GTACCAATCGGTAGCGCAAT 
 
MUP4 
MUP4 F 20 GTGAAGGTGTGTTGCCCTTT 
 MUP4 R 20 TGGTGGGTTCCATTCAATTT 
* Pubmed/Genbank accession number 
 
Preglednica 13: Sonde za tarčne gene, uporabljene pri metodi PCR-RČ.  
Ime Dolžina Nukleotidno zaporedje (5'- 3') 
ARO8 sonda 25 [6FAM]TTCTCCAAAGCAGGACCATGACGAA[TAM] 
ARO9 sonda 28 [6FAM]TTCCTTCCTATAATCCGCAAGAGCCA[TAM] 
ARO10 sonda 27 [6FAM]CCGATCAGCAACAATTCCGTTTGGT[TAM] 
PAU5 sonda 20 [6FAM]TCACCACCATGTTGACTGGT[TAM] 
PAU17 sonda 20 [6FAM]GTCATCACTGGTGTCCCATG[TAM] 
THI5 sonda 20 [6FAM]GCCATCCTAGAACCAACCAA[TAM] 
THI12 sonda 20 [6FAM]TTGACAAGTTGGCTTGCTTG[TAM] 
UGA4 sonda 20 [6FAM]TATTTGCTGGAGCAGTGGTG[TAM] 
MUP4 sonda 20 [6FAM]CCCAATGGTTGGTTTGTTTC[TAM] 
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3.1.8 Priprava mobilne faze za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 
3.1.8.1  Mobilna faza acetonitril/voda 
Za določanje aromatskih alkoholov na koloni Waters (150 mm × 4,6 mm; XBridge Phenyl 
5,0 ym) smo kot mobilno fazo uporabili 20 % acetonitril. Mobilno fazo smo pripravili 
tako, da smo z merilnim valjem odmerili 200 mL acetonitrila (Sigma), prelili v 1000 mL 
bučko ter do oznake dolili dH2O. Vsebino smo prelili v enolitrsko steklenico z modrim 
navojem. 
3.1.8.2  Mobilna faza H2SO4/voda 
Pri določanju sladkorjev, etanola, glicerola in organskih kislin na koloni Aminex HPX – 
87H (360 mm × 7,8 mm; BioRad) smo uporabili mobilno fazo 5 mM H2SO4. Za pripravo 
1000 mL mobilne faze smo potrebovali 280 μL 96 % H2SO4. V 1000 mL bučko smo dolili 
dH2O do oznake, vsebino prelili v enolitrsko steklenico z modrim navojem ter postavili v 
ultrazvočno kopel za 20 minut, kjer je potekalo razplinjevanje. 
3.1.9 Standardne raztopine za umeritvene krivulje 
Da smo lahko določili koncentracijo glukoze, fruktoze, etanola, glicerola, citronske kisline, 
jabolčne kisline, ocetne kisline, vinske kisline, 2-feniletanola, triptofola in tirozola, smo 
pripravili standardne raztopine z različnimi koncentracijami, jih analizirali s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti in izrisali umeritvene krivulje. 
3.1.9.1  Glukoza in fruktoza 
Za pripravo založne raztopine glukoze in fruktoze v koncentraciji 200 g/L smo v 20 mL 
bučko zatehtali 4 g sladkorja in do oznake dodali dH2O, ki smo jo pred uporabo prefiltrirali 
skozi 0,2 μm filter. Vsebino smo dobro premešali in raztopili, nato pa prefiltrirali skozi 0,2 
μm filter. S kombinacijo ustreznih volumnov založne raztopine in dH2O smo pripravili še 
ostale koncentracije: 30, 50, 70, 100 g/L. Pripravili smo desetkratno redčeno začetno 
koncentracijo in iz nje pripravili še redčitve v koncentracijah: 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 10 g/L. 
3.1.9.2  Etanol 
Etanol smo pripravili v koncentraciji 200 g/L. V 10 mL bučko smo odpipetirali 2,535 mL 
100 % etanola ter do oznake dolili sterilno dH2O. Ustrezen volumen smo po filtraciji skozi 
0,2 μm filter, redčili do koncentracij 30, 50, 70 in 100 g/L. Začetno koncentracijo 200 g/L 
smo 10 × redčili in iz te redčitve pripravili še koncentracije: 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 10 g/L. 
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Preglednica 14: Priprava različnih koncentracij glukoze, fruktoze in etanola za umeritveno krivuljo. 
Koncentracija 200 g/L 20 g/L  
končna (g/L) V (μL) V (μL) V dH2O (μL) 
0,1 / 5 995 
0,5 / 25 975 
1 / 50 950 
2,5 / 125 875 
5 / 250 750 
10 / 500 500 
30 150 / 850 
50 250 / 750 
70 350 / 650 
100 500 / 500 
3.1.9.3 Glicerol 
Potrebovali smo koncetracijo 50 g/L. V 10 mL merilno bučko smo odpipetirali 0,397 mL 
glicerola ter dodali dH2O do oznake. Raztopino smo prefiltrirali in redčili do koncentracij: 
2,5; 5; 10; 20; 30; 50 g/L. Koncentracije: 0,1; 0,25; 0,5 in 1 g/L smo pripravili iz 10 × 
redčene založne raztopine. 
 
Preglednica 15: Priprava različnih koncentracij glicerola za umeritveno krivuljo. 
Koncentracija 50 g/L 5 g/L  
končna (g/L) V (μL) V (μL) V dH2O (μL) 
0,1 / 20 980 
0,25 / 50 950 
0,5 / 100 900 
1 / 200 800 
2,5 50 / 950 
5 100 / 900 
10 200 / 800 
20 400 / 600 
30 600 / 400 
50 1000 / 0 
3.1.9.4 Organske kisline: citronska, jabolčna, ocetna in vinska 
Za pripravo založnih raztopin organskih kislin smo v 10 mL bučko zatehtali 0,1 g kisline v 
prahu ter dodali destilirano vodo do oznake in filtrirali skozi 0,2 μm filter. Tako smo dobili 
založno raztopino s koncentracijo 10 g/L, iz katere smo pripravili ostale redčitve s 
koncentracijami: 1; 2,5; 5; 7,5; 10 g/L. Iz založne raztopine s koncentracijo 1 g/L smo 
pripravili še ostale raztopine s koncentracijami: 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 g/L. 
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Preglednica 16: Priprava različnih koncentracij organskih kislin za umeritveno krivuljo. 
Koncentracija 10 g/L 1 g/L  
končna (g/L) V (μL) V (μL) V dH2O (μL) 
0,025 / 25 975 
0,05 / 50 950 
0,1 / 100 900 
0,25 / 250 750 
0,5 50 500 500 
1 100 / 900 
12,5 250 / 750 
5 500 / 500 
7,5 750 / 250 
10 1000 / 0 
3.1.9.5 Aromatski alkoholi 
2-feniletanol (PheOH) 
 
2-feniletanol v založni koncentraciji 50 mM smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,05 g 
feniletanola v tekoči obliki in dodali 8185 μL sterilne dH2O. Raztopino smo dobro 
premešali na magnetnem mešalu in filtrirali skozi 0,2 μm filter ter prelili v plastično 
mikrocentrifugirko. Začetno koncentracijo smo 100 × redčili in nato pripravili redčitve s 
koncentracijami: 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8; 3,9 g/L. 
 
 
50 nM = 50000 μM 
  10 × (100 μL 50000 μM TrpOH + 900 μL dH2O)  100 × redčimo 
  10 × (100 μL 5000 μM TrpOH + 900 μL dH2O) 
 
   500 μM 
  2 × (500 μL 500 μM TrpOH + 500 μL dH2O ) 
 
  250 μM      
2×  
  125 μM   
2×
     62 μM   
2×
      31 μM  
2×
     15,6μM   
2×








Za pripravo 0,1 M založne raztopine triptofola smo v čašo zatehtali 0,032 g triptofola, 
dodali 200 μL absolutnega alkohola in mešali na magnetnem mešalu, dokler se raztopina ni 
raztopila. Dodali smo še 1800 μL sterilne dH2O, filtrirali skozi 0,2 μm filter, prelili v 
mikrocentrifugirko ter do uporabe shranili pri sobni temperaturi. Iz dobljene založne 
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0,1 M = 100000 μM 
  10 × (100 μL 100000 μM TrpOH + 900 μL dH2O)    100 × redčimo 
  10 × (100 μL 10000 μM TrpOH + 900 μL dH2O) 
 
  1000 μM 
  2 × (500 μL 1000 μM TrpOH + 500 μL dH2O) 
 
  500 μM      
2×
    250 μM   
2×
     125 μM   
2× 
    62 μM  
2×
   31 μM   
2× 




 3,9 μM    
2×




Založno raztopino 1 M tirozola smo pripravili tako, da smo v čašo zatehtali 0,14 g tirozola, 
dodali 500 μL sterilne dH2O in 500 μL absolutnega alkohola. Vsebino smo dobro 
premešali, raztopili, filtrirali skozi 0,2 μm filter ter prelili v sterilno plastično 
mikrocentrifugirko. Iz 1 M raztopine smo pripravili redčitve, ki smo jih uporabili za 
umeritveno krivuljo. 
 
1 M = 1000000 μM 
  10 × (100 μL 1000000 μM TyrOH + 900 μL dH2O)   50 × redčimo 
  5 ×   (200 μL 100000 μM TyrOH + 800 μL dH2O) 
 
  0,02 M = 20000 μM 
  10 × (100 μL 20000 μM TyrOH + 900 μL dH2O)  100 × redčimo 
  10 × ( 100 μL 2000 μM TyrOH + 900 μL dH2O) 
 
 
  200 μM      
2×
    100 μM   
2× 
    50 μM   
2×
      25 μM  
2× 
    12,5 μM   
2×





 1,56 μM    
2× 
   3,125 μM 
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3.1.10 Laboratorijski pribor in oprema 
V tem poglavju sta navedena laboratorijski pribor in oprema, ki smo ju uporabili pri 
raziskovalnem delu. 
 
Preglednica 17: Laboratorijski pribor, ki smo ga uporabili pri ekperimentalnem delu. 
Naziv Proizvajalec 
Erlenmajerice 200 mL Schott Duran, Nemčija 
Filtri Phenex; velikost por 0,2μm Phenomenex, Italija 
Injekcijske brizge BD, ZDA 
Membrana  
Magneti Brand GMBH, Nemčija 
Merilni valji Brand GMBH, Nemčija 
Mikrocentrifugirke; 1,5 mL, 2 mL, 0,2 mL Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske ploščice formata 96 Nunc 
Nastavki za avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
Nastavki za pipete Gilson, Nemčija 
Objektna steklca Brand GMBH, Nemčija 
Optične reakcijske plošče formata 384 ABI PRISM
TM
, Applied Biosystems 
Optične adhezivne folije MicroAmp za tesnenje ABI PRISM
TM
, Applied Biosystems 
Orientacijsko stojalo za mikrotitersko ploščo Sigma, Nemčija 
PCR stripi Eppendorf, Nemčija 
Plastične centrifugirke; 50 mL, 15 mL TPP, Sigma 
Steklene kroglice za razbijanje celic Sigma, Nemčija 
Sterilne plastične cepilne zanke Labortehnika Golias, Slovenija 
Sterilne petrijeve plošče Labortehnika Golias, Slovenija 
Števne komore Bürker-Türk Brand, Nemčija 
Viale s pokrovčki Supelco, Sigma, Nemčija 
 
Preglednica 18: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri ekperimentalnem delu. 
Naziv Oznaka Proizvajalec 
Aparatura za PCR GeneAmp DNA thermal cycler 
2400 iCycler, Bio-rad 
Perkin Elmer, Albertwille, 
Minnesota, ZDA, Bio-rad 
Aparatura za PCR v realnem času ABI PRISM
TM
 7900 Applied Biosystems, ZDA 
Avtomatske pipete P10, P20, P100, P200, P1000 Eppendorf, Nemčija 
Avtoklav  Sutjetska, Jugoslavija 
Brezprašna komora PIO LFVP 12 Iskra, Slovenija 
Centrifuga 3K30, 5415C Sigma, 
ZDA; Eppendorf, Nemčija 
Digestorij  Iskra, Slovenija 
Hladilniki  LTH Slovenija 
Gorenje, Slovenija 
Homogenizator Bullet Blender Storm Next Advance, Inc. 
Inkubator grelno-hladni BTES frigomat Termo Iskra, Slovenija 
Inkubator Kambič  
Kamera za mikroskop CSF z 
dokumentacijskim sistemom 
Leica  
Ledomat   
Magnetno mešalo RCT basic IKA, Nemčija 
                    »se nadaljuje« 
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»nadaljevanje preglednice 18: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri ekperimentalnem delu.« 
 
Naziv Oznaka Proizvajalec 
Mikroskop DM4000 B Leica, Nemčija 
Mikrovalovna pečica Sanyo Sanyo, Nemčija 
MultiTemp III termostatski 
cirkulator 
 Amersham Pharmacia 
Biotech 
Multiphor II elektroforetska 
enota 
 Amersham Pharmacia 
Biotech 
Omara za sušenje steklovine SO-250 Elektromedicina, Slovenija 
pH meter Seven Multi Mettler Toledo, ZDA 
Programska oprema za štetje 
kolonij 
GelDoc  
Programska oprema pri metodi 
PCR-RČ 
SDS 2.3 Applied Biosystems, ZDA 
Sistem za kromatografijo visoke 
ločljivosti (HPLC) 
 Knauer, Nemčija 




Safine 2 Tecan, Švica 





Termostat s cirkulacijo 
hladilne tekočine 
2219 Multitemp II LKB-Pharmacia, ZDA 
Ultrazvočna kopel EPS 3501 XL 
Multi Drive XL 
Amersham Pharmacia 
Biotech Pharmacia LKB 
Vodna kopel   
Vrtinčnik Yellowline IKA, Nemčija 
Zamrzovalnik (-20 °C) Economic Gorenje, Slovenija 
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3.2.1  Namnožitev biomase za inokulum 
Inokulum smo pripravili v 150 mL tekočega YPD gojišča v sterilni 250 mL erlenmajerici. 
Ker smo pri poskusu uporabili dva seva, smo pripravili dve erlenmajerici. Vanje smo 
aseptično iz trdnega gojišča YPD s cepilno zanko prenesli kolonijo posameznega seva 
probiotične kvasovke Saccharomyces boulardii (nom.nud.) ZIM 2263 in vinske kvasovke 
Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC-1118 (Lallemand) ZIM 2239. Erlenmajerici smo 
ustrezno označili, pokrili z vato in alu folijo. Nacepljena gojišča smo 24 ur inkubirali na 
stresalniku z 220 vrt./min. pri temperaturi 28 °C. Po končani inkubaciji smo inokulum 
prelili v 50 mL plastično falkonko, centrifugirali (1500 g, 5 min), odlili supernatant, pelet 
pa resuspendirali v 5 mL sintetičnega gojišča MS300. Kulturo smo 10 × redčili s fiziološko 
raztopino, 20 μL redčenega vzorca smo odpipetirali v novo epico ter dodali 20 μL 
metilenskega modrila, da smo obarvali mrtve celice. Za pričetek poskusa smo potrebovali 
1 × 10
6
 celic/mL v 1000 mL gojišča MS300. Za štetje celic smo uporabili Burker-Turk 
ploščico, na katero smo kanili 20 μL obarvanega vzorca. Celice smo prešteli pod 
mikroskopom (Leica) in s programom Image J izračunali koncentracijo celic/mL, ki je pri 
vinski kvasovki znašala 1,0 × 10
9
 celic/mL (volumen inokuluma vinske kvasovke je bil 
0,920 mL), pri probiotični kvasovki pa 1,3 × 10
9
 celic/mL (volumen inokuluma 
probiotične kvasovke je bil 0,708 mL). V drugem poskusu pa je bila koncentracija 2,0 × 
10
9
 celic/mL (volumen inokuluma probiotične kvasovke je bil 0,462 mL) probiotične 
kvasovke in 1,2 × 10
9
 celic/mL (volumen inokuluma vinske kvasovke je bil 0,753 mL) 
vinske kvasovke.  
 
Izračunani volumen inokuluma smo aseptično odpipetirali v 920 mL gojišča. Po končani 
inokulaciji smo odpipetirali 20 μL, dodali enak volumen metilenskega modrila in preverili, 
če koncentracija celic ustreza zahtevani koncentraciji celic, tj. 1 × 10
6
 celic/mL. 
3.2.2 Alkoholna fermentacija 
Inokolum posamezne kulture smo aseptično odmerili v posamezen fermentor. Šest 
membranskih fermentorjev smo napolnili z 100 mL inokoluma probiotične kvasovke, saj 
smo imeli tri biološke ponovitve. Enak postopek smo ponovili pri kulturi vinske kvasovke. 
Pri združeni kulturi je ena polovica kompleta vsebovala kulturo probiotične kvasovke, 
druga polovica pa kulturo vinske kvasovke. Pripravili smo tri biološke ponovitve. 
Membranske fermentorje smo zamašili z gumijastimi zamaški ter v vsakega namestili 
injekcijsko iglo, ki je služila kot vrelna veha. Nastavek na vrhu igle smo zaradi preprečitve 
kontaminacije pokrili z vato, namočeno v etanol. Fermentorje smo razporedili na magnetno 





Močnik T. Interakcije med vinsko in probiotično kvasovko med fermentacijo vina v membranskem fermentorju.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
3.2.3 Merjenje optične gostote 
Pri vsakem vzorčenju smo odpipetirali 200 μL vzorca v mikrotitrsko ploščo in s čitalcem 
Tecan izmerili optično gostoto pri 650 nm. Izračunali smo povprečje bioloških ponovitev 
in izrisali rastno krivuljo. 
3.2.4 Neposredno in posredno določanje koncentracije celic 
Koncentracija celic v vzorcu smo določali neposredno s štetjem pod mikroskopom z 
Bürker-Türk števno ploščico. Vzorcu smo dodali enak volumen, tj. 20 μL metilenskega 
modrila, in dobro premešali na vrtinčniku. Pod pričvrščeno krovno steklce smo 
enakomerno nanesli 20 μL dvakratno redčenega vzorca. Za vsak vzorec smo naredili tri 
ponovitve. Z mikroskopom smo pod 100-kratno povečavo posneli sliko vidnega polja. Le-
to smo obdelali s programom ImageJ. Dobili smo število celic, ki smo ga upoštevali pri 
izračunu število celic na militer suspenzije:  
 
 
                 … (1) 
       
 
Pri prvem delu poskusa smo koncentracijo celic določali posredno s štetjem kolonijskih 
enot. Najprej smo neposredno pod mikroskopom prešteli koncentracijo celic posamezne 
kulture v primeru posamične in združene kulture. Iz posameznega fermentorja smo 
odpipetirali po 1 mL vzorca, ki smo ga po Kochu redčili do ustrezne redčitve s sterilno 
fiziološko raztopino ter s sterilno spatulo razmazali vzorec. Za vsak vzorec smo naredili tri 
ponovitve. Plošče smo ustrezno označili in jih inkubirali 48 ur ali dlje pri 24 °C. Po 
končani inkubaciji smo prešteli število kolonij s programom GelDoc, izračunali povprečje 
treh ponovitev ter s pomočje formule izračunali število kolonij/mL: 
 
                            … (2) 
      
 
Y- število preštetih kolonijskih enot; R-faktor redčitve; V-volumen raztopine, nacepljene 
na gojišče 
3.2.5 Vzorčenje za analizo RNK in HPLC 
Pri vsakem vzorčenju smo v epice odpipetirali 1,5 mL vzorca. Vzorce smo centrifugirali 
(5000 g, 5 min) in supernatant prenesli v nove epice in jih shranili v zmrzovalnik pri 
temperaturi -20 °C. Te vzorce smo kasneje uporabili za HPLC analizo. Ostanek biomase iz 
katere smo kasneje izolirali RNK, smo shranili v zamrzovalnik pri temperaturi -80 °C. 
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3.2.6 Določanje koncentracije sladkorjev, etanola, glicerola in organskih kislin s 
tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) 
Shranjene vzorce smo odmrznili in centrifugali (6000 g, 5 min). Supernatant smo filtrirali 
skozi 0,2 μL filter v vijalo. Komponente vzorca so se v 25 minutnem programu na koloni 
Aminex HPX-87H (360 mmx 7,8 mm; BioRad) ločile na osnovi velikosti in naboja 
molekul. Z refraktometričnim detektorjem (RI ang. refractive index detector) smo 
detektirali glukozo, fruktozo, etanol in glicerol na osnovi razlik med lomnimi količniki 
mobilne faze (5 mM raztopina H2SO4) in raztopine vzorca. Določali smo tudi organske 
kisline, pri katerih smo uporabili enako kolono in enake preostale kromatografske pogoje 
razen detektorja. V tem primeru smo uporabili UV-VIS detektor, saj se koncentracija 
organskih kislin določa v ultravijoličnem in vidnem delu spektra. 
Po končani analizi smo glede na retenzijski čas zadrževanja komponente na koloni 
identificirali iskano komponento v vzorcu. Prav tako smo za določanje koncentracije 
potrebovali podatek o površini posameznega vrha, ki smo ga določili z integracijo 
kromatografskih vrhov na bazni liniji. S pomočjo umeritvene krivulje standardnih raztopin 
z znanimi koncentracijami in znano površino smo določili koncentracijo iskane 
komponente v posameznem vzorcu pri znani površini (Priloge: D1, D2, D3, D4, D5, D6, 
D7, D8). Za izračun smo uporabili enačbo linearne premice umeritvene krivulje:  
            
                 … (3) 
  y = kx + n 
 
y: površina kromatografskega vrha posamezne komponente v standardni raztopini; k: 
smerni koeficient; x: koncentracija komponente v standardni raztopini; n: presečišče grafa 
z oordinatno osjo 
 
Iz enačbe linearne premice izrazimo neznanko x (koncentracija iskane komponente v 
vzorcu): 
                … (4) 
 x = (y-n)/k 
 
3.2.7 Določanje koncentracije 2-feniletanola, triptofola in tirozola s kromatografijo 
visoke ločljivosti (HPLC) 
Vzorcem smo kasneje določili še koncentracije 2-feniletanola, triptofola in tirozola prav 
tako s kromatografijo visoke ločljivosti. Iz razmerja znane površine in koncentracije 
standarda smo izračunali koncentracijo fenilalanina, triptofana in tirozola.  
3.2.8 Določanje aromatičnih spojin s plinsko kromatografijo  
Pri vsakem vzorčenju smo pripravili vzorce na analizo aromatičnega profila, ki so ga 
opravili s plinsko kromatografijo na univerzi Basilicata v Italiji, Potenza. Iz vsakega 
fermentorja smo odpipetirali 5 mL vzorca, dodali 15 μL Na azida in inkubirali 3 ure pri 
sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo centrifugirali (2000 g, 5 min), supernatant 
prelili v 5 mL steklene viale, pelet pa zavrgli. Vzorce smo shranili v zmrzovalnik pri 
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temperaturi -20 °C. Po končani fermentaciji smo vzorce poslali na Univerzo Basilicata v 
Italijo. Tam so koncentracije višjih alkoholov (n-propanol, izobutanol in amil alkohole), 
acetaldehida, etil acetata in ocetne kisline določali s plinsko kromatografijo. V stekleno 
kolono 180 cm × 2 mm so injicirali 1 μL posameznega vzorca. Steklena kolona je bila 
polnjena z 80/120 Carbopack B/5 % Carbowax 20M (Supelco). Uporabili so plinski 
kromatograf Carlo Erba Fractovap serije 2350, ki je opremljen z LT programom Mod. 220 
in s plamenskim ionizacijskim detektorjem, ki je povezan z integratorjem in rekorderjem 
serija Mega (Carlo Erba). Kolona se je segrevala od 60 °C do 198 °C s hitrostjo segrevanja 
6 °C/min. Nosilni plin je bil dušik s pretokom 20 mL/min. Vsak vzorec so pred 
injiciranjem prekrili z n-butanolom (100 mg/L) (Romano in sod., 2003a). Rezultate so 
analizirali ter izračunali povprečja in standardne odklone (Mauriello in sod., 2000). 
3.2.9 Izražanje genov 
3.2.9.1  Izolacija RNK 
V 2 mL mikrocentrifugirko smo nasuli steklene kroglice do mat oznake. Že pripravljene 
vzorce za izolacijo RNK smo odtalili in dodali 600 μL pufra RLT. Pufru RLT smo 
predhodno dodali β-merkaptoetanol (1 mL RLT + 10 μL β-merkaptoetanol). Kvasne 
biomase smo potrebovali približno 100 μL (23 × 10
5
 celic). Biomaso smo premešali s 
pufrom RLT in jo prenesli v mikrocentrifugirke s steklenimi kroglicami. Sledilo je 
homogeniziranje s pomočje naprave za razbitje celic (Bullet Blender Storm, Next 
Advance) pri hitrosti 6, 5 min. Po končani homogenizaciji smo vzorec prenesli v novo 
mikrocentrifugirko in centrifugirali 2 minuti, pri 2000 obratov/min, 20 °C. Supernatant 
smo odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in dodali 400 μL 70 % etanola ter premešali. 
Nato smo 700 μL vzorca prenesli na kolono in centrifugirali (15 s/1min, 12000 
obratov/min, 20 °C). Tekočino, zbrano na koloni, smo zavrgli. Na kolono smo nanesli 350 
μL pufra RW1, centrifugirali (1 min, 12000 obratov/min, 20 °C) in zavrgli tekočino, ki se 
je zbrala v koloni. V naslednjem koraku smo na kolono odpipetirali 80 μL encima DNK-ze 
in inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi (20-30 °C). Ponovno smo na kolono nanesli 
350 μL pufra RW1, centrifugirali (1 min, 12000 obratov/min, 20 °C), zavrgli tekočino, 
nato dodali 500 μL pufra RPE in ponovno centrifugirali (1 min, 12000 obratov/min, 20 
°C). Po odstranitvi ujete tekočine smo spet nanesli 500 μL pufra RPE in centrifugirali (2 
min, 12000 obratov/min, 20 °C). Kolono smo prestavili v 2 mL mikrocentrifugirko in 
centrifugirali 1 minuto pri maksimalni hitrosti in pri 20 °C. Pripravili smo 1,5 mL 
mikrocentrifugirke v katere smo prestavili kolone in direktno na kolono odpipetirali 50 μL 
vode, ki ni vsebovala RNK-aze (ang. RNAse free water), inkubirali 2 minuti pri sobni 
temperaturi ter centrifugirali 1 minuto, 12000 obratov/min pri 20 °C. 
3.2.9.2  Merjenje koncentracije RNK 
Koncentracijo RNK smo merili s pomočjo naprave LambdaBio. Najprej smo umerili 
napravo s slepim vzorcem. Nanesli smo 1,5 μL PCR vode, pokrili s pokrovčkom (očistili z 
EtOH) ter izmerili koncentracijo. Vzorcem smo po enakem postopku izmerili 
koncentracijo RNK v μg/mL. 
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3.2.9.3  Ločevanje celokupne RNK z elektroforezo 
Izolirano RNK smo preverili z elektroforezo. Pripravili smo 1,5 % gel, dimenzije 7 × 10 
cm. Gel smo vstavili v kadičko za elektroforezo in ga prelili s pufrom 1 × TAE. Na gel 
smo nanesli celokupno RNK, ki smo ji dodali enak volumen RNK nanašalnega pufra Gel 
Loading Dye. K 8,5 μL RNK smo dodali 8,5 μL barvila. Na začetek in na konec gela smo 
nanesli po 4 μL velikostnega standarda GeneRuler
TM
. Ločevanje je potekalo pod pogoji: 80 
V, 400 mA, 30 min. Po končani elektroforezi smo gel slikali pod UV transiluminatorjem 
sistema Gel Doc (Gel Doc 2000) in dokumentirali s pomočjo programske opreme 
(Quantity One v4.2.3. Biorad). 
3.2.9.4  Obraten prepis in sinteza cDNK 
Za nadaljnje preverjanje izražanja genov smo enoverižno RNK prepisali v 
komplementarno DNK (cDNK) s pomočjo encima reverzna transkriptaza. Obraten prepis 
je nujen, saj z metodo PCR-RČ ne moremo pomnoževati RNK verige. Uporabili smo 
komercialni komplet SuperScript® VILO
TM





MasterMix. V preglednici 19 A in B so napisani volumni, ki smo jih 
upoštevali pri pripravi reakcijske mešanice. Vse sestavine smo odpipetirali in dobro 
premešali. Pri reakciji smo najprej upoštevali končni volumen 20 μL, kasneje pa 8 μL. 
 
Preglednica 19: Sestavine in volumni pri komercialnem kompletu za prepis v cDNK; A: SuperScript® 
VILO
TM






Sestavina Volumen (μL) 
5 × VILO Reaction Mix 4/1,6 
10 × SuperScript Enzyme Mix 2/0,8 
RNK (do 2,5 μg) x/ 
DEPC voda do 20/do 8 
 
B) 






RNK (do 2,5 μg) x 
DEPC voda do 20/do 8 
 
 
Volumen RNK, ki smo ga dodali v reakcijsko mešanico, je bil odvisen od koncentracije 
RNK v vzorcu. Pri nekaterih vzorcih je bila koncentracija RNK prenizka, zato jih nismo 
vključili v analizo. Vzorce smo inkubirali pri naslednjih pogojih:  
 
 10 minut pri temperaturi 25 °C (prileganje začetnih oligonukleotidov) 
 60 minut pri temperaturi 42 °C (sinteza prve cDNK verige) 
 5 minut pri temperaturi 85 °C (inaktivacija encima reverzna transkriptaza) 
 
Po končanem procesu smo vzorce shranili v zamrzovalnik pri temperaturi -20 °C. 
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3.2.10 Optimizacija metode PCR-RČ 
Optimizacijo metode PCR-RČ smo izvedli z določanjem optimalne koncentracije začetnih 
oligonukleotidov in sond za tarčne, hišne gene in optimalne koncentracije tarčne cDNK. 
Optimizacijo smo izvajali za tarčne gene PAU5, PAU17, THI5, THI12, UGA4, MUP4, 
ARO8, ARO9, ARO10 in hišne gene ACT1, 18S in TEF. Začetne oligonukleotide smo 
pripravili v koncentracijah 300 nM in 600 nM, sonde pa 125 nM in 250 nM. Pri izbiri 
najbolj optimalne koncentracije smo upoštevali CT vrednost (čim nižja), naklon standardne 
krivulje (blizu -3,3), visoke učinkovitosti pomnoževanja in visokega R
2
 faktorja standardne 
krivulje. 
 
Pri genih ACT1, 18S, TEF in THI12 smo izbrali koncentracijo primerjev 600 nM, 
koncentracijo sond pa 250 nM. Za gene PAU5, ARO8, ARO9 smo izbrali optimalno 
koncentracijo primerjev 300 nM in koncentracijo sond 125 nM. Optimalna koncentracija 
primerjev pri genih PAU17 in ARO10 je bila 600 nM. Koncentracija sond pa 125 nM. 
3.2.10.1  Koncentracija tarčne cDNK 
Z redčitvami cDNK vzorcev smo izdelali relativno standardno krivuljo, ki smo jo 
potrebovali za kvantifikacijo izolirane RNK. Redčitve smo pripravili tako, da smo najprej 
združili vse vzorce. Odpipetirali smo 1 μL vzorca in dobro premešali. Nato smo 
odpipetirali 5 μL združenga vzorca v novo PCR mikrocentrifugirko ter dodali 20 μL vode 
PCR. Izvedli smo 6 redčitev cDNK (0,2; 0,04; 0,008:, 0,0016; 3,2 ×10
-4
; 6,4 × 10
-5
) v treh 
paralelkah. Redčitve so bil 4-kratne. Glede na uspešnost standardne krivulje smo izbirali 
tudi redčitve. Standardno krivuljo smo pripravili za vsak gen. 
3.2.10.2  Reakcija PCR-RČ 
Reakcije za določitev ustrezne koncentracije primerjev in sond smo izvedli v optičnih 
ploščicah z velikostjo 96 luknjic. Analizo genov pri vzorcih pa smo izvedli z inštrumentom 
ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) v optičnih 
ploščicah formata 384 na Nacionalnem inštitutu za biologijo (NIB), na Oddelku za 
biotehnologijo in sistemsko biologijo pri mag. Dejanu Štebihu.  
 
Pripravili smo različne mešanice, saj smo preverjali več koncentracij oligonukleotidov in 
sond. Ko smo odpipetirali ustrezen volumen, smo optično ploščico zatesnili z optično 
adhezivno folijo (ABI PRISM Optical Adhesive Covers, Applied Biosystems), 
centrifugirali (1000 g, 2 min) in vstavili v inštrument. Pogoji procesa so bili: 
 
 50 °C, 2 minuti  
 95 °C, 2 minuti 
 40 ciklov: 95 °C, 15 sekund 
       60 °C, 1 minuta   
 
V primeru analize vzorcev smo uporabili enak postopek z znanimi optimalnimi 
koncentracijami oligonukloetidov in sond. Redčili smo tako, da smo 5 μL cDNK 
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posameznega vzorca dodali 120 μL PCR vode. Skupni volumen smo razdelili med 3 
ponovitve, tako smo za vsako ponovitev posameznega vzorca imeli 40 μL. 
 
Kot kontrolo smo uporabili negativno kontrolo, kjer smo namesto cDNK vzorcev uporabili 
PCR vodo. Izolirano DNK probiotične in vinske kvasovke smo uporabili kot pozitivno 
kontrolo. Izolacijo smo izvedli z MasterPure Yeast DNA Purification Kit (Epicentre), pri 
čemer smo DNK 5-krat redčili (1:5; 1:25) s PCR vodo.  
3.2.11 Izolacija DNK iz celic kvasovk 
V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL tekočega gojišča z biomaso in 
centrifugirali pri 10 000 obr/min, 3 minute. Supernatant smo odlili, dodali 150 μL Yeast 
Cell Lysis Solution in 1 μL encima RNK-aze (5 μg/μL) ter resuspendirali celice na 
vrtinčniku. Nato smo celice inkubirali pri temperaturi 65 °C, 15 minut. Celice smo po 
končani inkubaciji ohladili na ledu. Dodali smo 75 μL MPC Protein Precopitation Reagent 
in mešali z vrtinčnikom 10 sekund. Ostanke celic smo odcentrifugirali pri 10 000 obr/min, 
10 minut. Supernatant smo prenesli v svežo mikrocentrifugirko in dodali 250 μL 
izopropanola ter premešali z obračanjem. Sledilo je centrifugiranje pri 10 000 obr/min, 10 
minut, da smo dobili oborjeno DNK. S pipeto smo previdno odstranili supernatant in ga 
zavrgli. Pelet smo sprali z 0,3 mL 70 % etanola. Po končanem spiranju etanol odstranimo. 
Pridobljeno DNK smo resuspendirali v 17 μL TE pufra in jo shranili v zamrzovalnik pri -
80 °C. 
3.2.12 Obdelava podatkov PCR-RČ 
Podatke smo analizirali s programom SDS 2.5 Applied Biosystems. V program smo 
uvozili podatke, ki je po končani analizi izrisal graf pomnoževanja, ki je predstavljal 
krivuljo odvisnosti fluorescence (ΔRn) od števila ciklov. Fluorescenčni signal (ΔRn) je 
program izračunal na podlagi razlike med emisijo fluorescence produkta v določenem času 
(Rn
+
) in emisijo pasivnega referenčnega barvila ROX (Rn
-
). 
Graf pomnoževanja (Slika 8) je razdeljen na več faz: a) bazno linijo, kjer je fluorescenca 
produkta nižja od signala ozadja, b) ozadje, ki predstavlja različne šume, c) eksponentno 
fazo, v kateri intenziteta fluorescence linearno narašča, d) linearno fazo, e) plato fazo, kjer 
podvajanje ni več učinkovito zaradi pomanjkanja reaktantov, fluorescenca pa doseže 
zgornjo najvišjo fazo.  
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Slika 8: Graf pomnoževanja (Eurogenetec, qPCR Guide). 
Na osnovi programa smo pridobili podatke o vrednosti CT za vsak vzorec. Prikazal je tudi 
naklon in enačbo premice standardne krivulje iz nabora vseh preiskovanih vzorcev, s 
pomočjo katere smo izračunali učinkovitost pomnoževanja. 
 
Učinkovitost pomnoževanja (E) je določena z naklonom (S) premice na grafu, kjer so na x 
osi navedene log10 vrednosti tarčnega zaporedja, na y osi pa CT vrednosti. Učinkovitost 
lahko izračunamo iz formule: 
                 … (5) 
  E = (10
(1/S)
)-1          
             
  
Podatke smo izvozili v obliko txt (Notepad) in pripravili podatke za analizo v programu 
qBase+ (Biogazelle). Vrednosti CT vzorcev, ki se niso ujemale, smo izključili, saj med 
vrednostmi CT ne sme biti razlika večja od 1. Določili smo hišne gene, in sicer gene za 
aktin (ACT1), elongacijski faktor (TEF1) in 18S rRNK. S programom geNorm smo 
preverili linearno povezanost med referenčnimi geni. Pri normalizaciji z več referenčnimi 
geni nam program poda vrednost stabilnosti referenčne tarče (M in CV), ki nam pove, 
kakšna je primernost izbranih referenčnih genov za pravilno normalizacijo. Dobri 
referenčni geni imajo vrednost M < 0,5. Ko smo preverili vse podatke, smo opravili z 
analizo variance (ANOVA), ki nam je podal podatke o signifikantnosti posameznih genov. 
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Za fermentacijo sintetičnega MS300 s probiotično kvasovko Saccharomyces boulardii 
(nom. nud) Ultra Levure (Florastor) in vinsko kvasovko Saccharomyces cerevisiae Lalvin 
EC-1118 (Lallemand) smo uporabili dvoprekatni membranski fermentor (Kosel in sod., 
2017). Dinamiko fermentacije smo spremljali na podlagi kinetike rasti obeh sevov kvasovk 
z določanjem kolonijskih enot (CFU/mL), z avtomatskim štetjem celic pod mikroskopom 
(celice/mL) in z merjenjem optične gostote (OD650). Kinetiko fermentacij smo spremljali 
preko porabe sladkorjev (glukoze in fruktoze) ter tvorbe produktov fermentacije kot so 
etanol, glicerol, ocetna kislina in citronska kislina. Spremljali smo tudi koncentracijo 
jabolčne in vinske kisline. Aromatične spojine smo določili s plinsko kromatografijo. 
Koncentracijo signalnih molekul 2-feniletanola, tirozola in triptofola smo spremljali z 
metodo HPLC in primerjali z izražanjem genov, ki sodelujejo pri sintezi signalnih molekul 
(Avbelj in sod., 2015) in drugih genov, ki jih povezujejo z interakcijami med sevi med 
fermentacijo vina (Rivero in sod., 2015). 
4.1 ALKOHOLNA FERMENTACIJA  S POSAMIČNIMI IN ZDRUŽENIMI SEVI 
4.1.1 Dinamika rasti posamične in združene kulture probiotične in vinske kvasovke 
Dinamiko rasti probiotične in vinske kvasovke smo spremljali v dvoprekatnem 
membranskem fermentorju, s katerim smo ločili celice kvasovk Saccharomyces boulardii 
(nom.nud.) in Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC-1118 (Lallemand). Fermentor je bil 
sestavljen iz dveh polikarbonatnih posod, ki sta bili med seboj povezani z nitroceluloznim 
filtrom z velikostjo por 0,22 μm (Slika 7). Le-ta je omogočil izmenjavo metabolitov med 
posamičnimi ter združenimi kulturami (Kosel in sod., 2017). Dinamiko rasti posamične in 
združene kulture smo spremljali v treh ponovitvah. Pri posamičnih kulturah smo v oba 
razdelka membranskega fermentorja inokulirali ali probiotično ali vinsko kvasovko. 
Dinamiko rasti združene kulture probiotične in vinske kvasovke smo spremljali tako, da 
smo v en razdelek fermentorja inokulirali probiotično kvasovko, v drug razdelek 
fermentorja pa vinsko kvasovko. Poskus smo izvedli v dveh neodvisnih fermentacijskih 
poskusih, pri katerih smo dinamiko rasti kvasovk spremljali z merjenjem optične gostote 
ter v prvem poskusu z določanjem kolonijskih enot in v drugem poskusu s štetjem celic 
pod mikroskopom.  
 
Dinamika rasti se je razlikovala med posamezno in združeno kulturo probiotične in vinske 
kvasovke. Vinska kvasovka je v prvih 24-ih urah fermentacije rastla podobno kot 
probiotična kvasovka (Slika 9). Razlika med sevoma je bila ob koncu fermentacije, saj je 
probiotična kvasovka dosegla končno koncentracijo celic 5,9 × 10
7
 CFU/mL (± 9,2 × 106), 
vinska kvasovka pa 3,1 × 10
7 
CFU/mL (± 2,2 × 106). Posamične in združeni kulturi sta 
istočasno vstopile v stacionarno fazo. Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke sta 
imeli najpočasnejšo dinamiko rasti do sredine stacionarne faze rasti. Nato se je rast 
izenačila z rastjo probiotične kvasovke (Slika 9).  
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Slika 9: Dinamika rasti posamične in združene kulture probiotične in vinske kvasovke določena z metodo  
štetja kolonijskih enot. Legenda: Posamična kultura probiotična kvasovke ; Posamična kultura vinske 
kvasovke ; Združena kultura probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske kvasovke 
.  
Pri drugem poskusu smo se odločili, da bomo koncentracijo celic spremljali s štetjem pod 
mikroskopom (Slika 10). Pri vsakem vzorčenju smo pripravili mikroskopske preparate ter 
določili koncentracijo celic z avtomatsko metodo štetja pod mikroskopom (Prilogi A, B). 
Opazili smo, da sta posamični kulturi v stacionarni fazi dosegli primerljivo koncentracijo 
celic, npr. probiotična kvasovka je dosegla najvišjo koncentracijo celic po koncu 
eksponentne faze rasti (1,78 × 10
8 
celic /mL), najvišja koncentracija vinske kvasovke pa je 
bila po koncu eksponentne faze rasti (1,3 × 10
8
 celic/mL). V združeni kulturi je vinska 
kvasovka dosegla višjo koncentracijo 2,3 × 10
8
 celic/mL v stacionarni fazi fermentacije, 
medtem ko smo pri probiotični kvasovki v stacionarni fazi določili manjšo koncentracijo 
(1,1 × 10
8
 celic/mL). V začetnih fazah fermentacije je koncentracija celic združene kulture 
sovpadala s koncentracijo celic posamične kulture vinske kvasovke, v zadnji fazi se je pri 
združeni kulturi nekoliko povišala koncentracija celic, na koncu pa se je zopet znižala pod 
koncentracijo celic posamične kulture. 
 
41 
Močnik T. Interakcije med vinsko in probiotično kvasovko med fermentacijo vina v membranskem fermentorju.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
Slika 10: Dinamika rasti posamične in združene kulture probiotične in vinske kvasovke določena z metodo 
štetja celic pod mikroskopom. Legenda: Posamična kultura probiotična kvasovke ; Posamična 
kultura vinske kvasovke ; Združena kultura probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske 
kvasovke . 
 
Na podlagi meritev optične gostote (Priloga C) smo dnevno spremljali kinetiko rasti 
kvasovk in se odločali o fazi rasti kvasovk, ki smo jih vzorčili v sredini eksponentne, 
začetku stacionarne in na koncu stacionarne faze za nadaljnje mikrobiološke, kemijske in 
transkriptomske analize. V eksponentni fazi je vinska kvasovka rastla hitreje kot 
probiotična kvasovka (Slika 11 A). Optična gostota (OD) združene kulture vinske in 
probiotične kvasovke se je najbolj razlikovala v eksponentni fazi, kjer je pri vinski 
kvasovki znašala 0,8; pri probiotični kvasovki pa 0,4. V stacionarni in lag fazi so se 
vrednosti ujemale (Slika 11 A). 
 
Pri drugem poskusu so bile vrednosti OD (Slika 11 B) nižje od vrednosti prvega poskusa. 
Takšne rezultate smo povezali z načinom vzorčenja, saj pri drugem poskusu nismo odpirali 
fermentorjev, ampak smo vzorčili skozi injekcijsko iglo in je bil tako zmanjšan dovod 
kisika. Na koncu eksponentne faze je imela vinska kvasovka v združeni kulturi najvišji OD 
(0,855). V primerjavi s prvim poskusom, je le-ta pri istem času znašal 1,1. V prvem 
poskusu po eksponentni fazi je prevladovala posamična kultura probiotične kvasovke in je 
vzdrževala najvišjo vrednost OD tekom celotne fermentacije do zadnje točke. Opazili smo, 
(Slika 11 B), da vrednosti niso bile enakomerne in so variirale v primerjavi s krivuljo, ki 
smo jo pridobili v prvem delu poskusa (Slika 11 A). V sredini stacionarne faze 
fermentacije je bil OD vinske kvasovke v združeni kulturi za 53 % višji kot v posamični 
kulturi, tudi pri probiotični kvasovki je bil OD višji (25 %) v združeni kulturi. Vrednosti 
OD so se na koncu stacionarne faze fermentacije povišale, kar pomeni, da se je po tem 
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času že zaključila fermentacija in je prišlo do povišanih vrednosti OD, najverjetneje zaradi 
lize celic. 
       
A) B) 
Slika 11: Optična gostota posamične in združene kulture probiotične in vinske kvasovke pri prvem (A) in 
drugem poskusu (B). Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična kultura vinske 
kvasovke ; Združena kultura probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske 
kvasovke .
Pri drugem poskusu smo tudi preverili rast kvasovk na diferencialnem in selektivnem 
gojišču, saj smo se želeli prepričati, da ni prišlo do prehajanja celic kvasovk med 
razdelkoma med fermentacijo ter da smo potrdili prisotnost obeh sevov kvasovk. Uporabili 
smo diferencialno gojišče WL in selektivno gojišče kvasni-ekstrakt-pepton galaktoza (YEP 
galaktoza). Gojišče WL se uporablja za razločevanje Saccharomyces vrst kvasovk od ne- 
Saccharomyces, saj se ob znižaju vrednosti pH spremeni barva indikatorja bromkrezol 
zeleno (Fugelsang, 1997). Vinska kvasovka je tvorila velike, okrogle, bele kolonije z 
ravnim robom, probiotična kvasovka pa majhne in podolgovate kolonije. Za razločitev 
med vinsko in probiotično kvasovko smo uporabili gojišče YEP z galaktozo. Probiotična 
kvasovka ne izrablja galaktoze kot edinega vir ogljika, zato na tem gojišču ni bilo vidnih 
kolonij kulture probiotične kvasovke. S tem preizkusom smo potrdili, da ni prišlo do 
prehajanja celic med razdelkoma. 
4.1.2 Primerjava dinamike porabe sladkorjev in proizvodnje metabolitov posamičnih 
in združenih kultur 
Koncentracijo etanola, sladkorjev (glukoza in fruktoza), organskih kislin (ocetne, vinske, 
citronske kisline) in glicerola smo izmerili na koncu poskusa s HPLC. Iz rezultatov (Slika 
12, Priloge E1, E2, E3, E4, E5) smo sklepali, da so bile izmerjene vrednosti koncentracij 
sladkorjev in metabolitov pri združeni kulturi povprečje koncentracij sladkorjev in 
metabolitov posamezne vinske in probiotične kvasovke.  
 
V prvem poskusu je bilo pri proizvodnji etanola zelo majhno odstopanje med posamično 
ter združeno kulturo. Na sliki 12 A vidimo, da so razlike minimalne. Po koncu 
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etanola kot vinska kvasovka. Pri združeni kulturi je vinska kvasovka v sredini eksponentne 
faze proizvajala višjo koncentracijo etanola (16,5 g/L), ki se je na koncu fermentacije  
izenačila. Koncentracija proizvodenega etanola je bila na koncu enaka pri fermentacijah s 
posamično ali združeno kulturo. Koncentracije etanola so se pri drugem poskusu 
razlikovale od prvega poskusa. Združena kultura je tekom fermentacije proizvajala nižjo 
koncentracijo etanola kot v prvem poskusu. Vinska kvasovka je tekom fermentacije 
proizvedla višjo koncentracijo etanola kot probiotična kvasovka. Pri združeni kulturi je bila 
v sredini stacionarne faze koncentracija nastalega etanola pri prvem poskusu za 26 % višja 
kot v drugem poskusu. 
 
Začetna koncentracija fruktoze je bila 100 g/L, glukoze pa 90 g/L. Tako glukozo kot 
fruktozo je najhitreje porabljala posamična vinska kvasovka. V prvem poskusu je bila 
koncentracija glukoze po koncu eksponentne faze 32 g/L (± 0,76), koncentracija fruktoze v 
istem času pa je bila višja za 50 %. Probiotična kvasovka v posamični kulturi je porabljala 
sladkorje nekoliko počasneje (Slika 12 A). Na koncu eksponentne faze rasti je bila 
koncentracija glukoze 42 g/L (± 1,17), fruktoze pa 74 g/L (± 0,06). Na sliki 12 A je jasno 
prikazano, da tudi pri združenih kulturah ni posebnega odstopanja pri porabi sladkorjev v 
primerjavi s posamično kulturo vinske in probiotične kvasovke. Prav tako je večja poraba 
glukoze na koncu eksponentne faze. 
 
V drugem poskusu sta posamična (Slika 12 B) in združena kultura porabljale sladkorje 
nekoliko počasneje. V sredini eksponentne faze fermentacije je bil pri vinski kvasovki v 
prvem poskusu ostanek koncentracije glukoze 3,7 g/L, pri drugem pa kar 20,1 g/L. Pri 
posamični probiotični kvasovki v drugem poskusu se je glukoza porabljala počasneje, 
vendar je potrebno upoštevati razliko pri začetni koncentraciji glukoze (v prvem poskusu je 
začetna koncentracija glukoze znašala 84,6 g/L; v drugem poskusu pa 92,9 g/L ). Podoben 
vzorec lahko zasledimo tudi pri fruktozi, kjer je največ fruktoze porabila vinska kvasovka, 
vendar še vedno manj kot v prvem poskusu. Najmanj fruktoze je porabila združena kultura 
(na koncu fermentacije je ostalo 18,1 g/L fruktoze). Prav tako se fruktoza v drugem 
poskusu ni porabila v celoti pri posamični probiotični kvasovki (koncentracija 
neporabljene fruktoze 14,9 g/L) in posamični vinski kvasovki (5,6 g/L). V primeru 
združene kulture in posamične probiotične kvasovke pa je bila koncentracija reducirajočih 
sladkorjev višja od 9 g/L.  
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Slika 12: A, B: Dinamika pretvorbe sladkorjev (glukoze in fruktoze) in tvorbe etanola posamične probiotične 
in vinske kvasovke ter združene kulture probiotične in vinske kvasovke v prvem (A) in drugem poskusu (B). 
Legenda A, B: Posamična kultura probiotične kvasovke: fruktoza ; glukoza ; etanol . 
Posamična kultura vinske kvasovke: fruktoza ; glukoza ; etanol . Združeni kulturi 
probiotične in vinske kvasovke: fruktoza ; glukoza ; etanol . 
 
Spremljali smo tudi dinamiko koncentracije različnih organskih kislin (citronska, jabolčna, 
ocetna in vinska kislina) (Slike 13, 14, 15). Tudi tukaj se je nadaljeval enak trend kot pri 
proizvodnji etanola, saj je posamična kultura vinske kvasovke tekom celotnega procesa 
sintetizirala najvišjo koncentracijo ocetne kisline, sledila ji je združena kultura, ki je ob 
koncu fermentacije sintetizirala enako koncentracijo ocetne kisline kot vinska kvasovka 
(1,0 g/L; ± 0,04). Probiotična kvasovka je najslabše sintetizirala ocetno kislino, tako je bila 
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koncentracija ob koncu fermentacije najnižja; 0,65 g/L (± 0,07). Na sliki 13 A je prikazano, 
kako najvišje koncentracije ocetne kisline proizvajata posamična vinska kvasovka in 
združeni kulturi. V drugem poskusu (Slika 13 B) je najvišjo koncentracijo ocetne kisline 
proizvajala združena kultura, sledila ji je vinska kvasovka, najnižjo koncentracijo pa je 
proizvajala posamična probiotična kvasovka, vendar so bile vrednosti višje od prvega 
poskusa. Pri drugem poskusu so bili majhne razlike pri koncentracijah ocetne kisline 





Slika 13: Dinamika tvorbe ocetne kisline posamične in združene kulture probiotične in vinske kvasovke v 
prvem (A) in drugem poskusom (B). Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična 
kultura vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke . 
 
Pri jabolčni kislini (Slika 14) in vinski kislini (Slika 15) smo predstavili samo končne 
koncentracije prvega poskusa. Probiotična kvasovka je imela najvišjo koncentracijo 
jabolčne kisline (1,8 g/L), najnižjo pa združeni kulturi. Rezultati koncentracije vinske 
kisline so bili nesprejemljivo visoki. Ustrezna koncentracija vinske kisline v moštu je od 5-
10 g/L (Bavčar, 2013).  Rezultate koncentracij citronske kisline nismo predstavili, ker pri 
analizi s HPLC ni prišlo do zaznavanja te kisline.  
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Koncentracijo glicerola smo prav tako določili s HPLC. V času eksponentne faze 
fermentacije je posamična vinska kvasovka proizvedla najvišjo koncentracijo glicerola (5 
g/L; ± 0,15). Na koncu stacionarne faze sta probiotična kvasovka in združena kultura 
proizvedli višjo koncentracijo glicerola kot vinska kvasovka (Slika 16 A). V drugem 
poskusu (Slika 16 B) je najvišjo koncentracijo glicerola proizvedla probiotična kvasovka 
(8,1 g/L; ± 0,13), najnižjo pa vinska kvasovka (7,2 g/L; ± 0,08), koncentracija 
proizvedenega glicerola pri združeni kulturi pa je bila višja (5,3 %) od koncentracije 
proizvedenega glicerola pri posamični vinski kvasovki. Rezultati koncentracije glicerola so 
med prvim in drugim poskusom primerljivi med sabo. V drugem poskusu so vrednosti 
koncentracij glicerola za približno 1 %  nižje. 
 
A)      B)
Slika 16: Dinamika tvorbe glicerola posamične in združene kulture probiotične in vinske kvasovke v prvem 
(A) in drugem poskusom (B). Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ;  Posamična kultura 
vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke . 
4.1.3 Merjenje signalnih molekul s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 
(HPLC) 
Koncentracije 2-feniletanola, triptofola in tirozola so izmerili na Inštitutu za hmeljarstvo in 
pivovarstvu Slovenije v Žalcu. Koncentracije višjih alkoholov smo izmerili samo v vzorcih 
drugega poskusa.  
 
Na sliki 17 opazimo, kako narašča koncentracija 2-feniletanola skladno z naraščanjem 
koncentracije živih celic. V sredini eksponentne faze fermentacije je bila koncentracija 2-
feniletanola podobna med posamičnima in združeno kulturo, nato pa je vinska kvasovka 
prevladovala pri sintezi 2-feniletanola. Najvišjo koncentracijo je vinska kvasovka dosegla  
na sredini stacionarne faze fermentacije, ki je bila kar 60 % višja kot pri probiotični 
kvasovki. Združena kultura probiotične in vinske kvasovke je dosegla vrednosti 
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Slika 17: Dinamika tvorbe 2-feniletanola in koncentracija živih celic posamične in združene kulture  
probiotične  in vinske kvasovke. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke  ; Posamična 
kultura vinske kvasovke ;  Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke ;  Posamična 
kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske kvasovke (konc. živih 
celic) ;  Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
 
Posamična kultura vinske kvasovke je proizvedla najvišjo koncentracijo triptofola (Slika 
18) tekom celotne fermentacije. Najvišjo vrednost koncentracije triptofola je dosegla 
vinska kvasovka v sredini stacionarne faze fermentacije (128 μM), probiotična kvasovka je 
v isti točki sintetizirala najnižjo vrednost koncentracije (55 μM). Združena kultura pa je v 
sredini stacionarne faze sintetizirala vrednost koncentracije triptofola, ki je bila med 
vrednostmi koncentracije vinske in probiotične kvasovke. Na sliki 18 opazimo, da so celice 
začele sintetizirati triptofol v sredini eksponentne faze rasti, najvišjo koncentracijo pa so 
celice proizvedle v stacionarni fazi rasti. Probiotična kvasovka je v vseh fazah rasti 
proizvedla nižjo koncentracijo triptofola v primerjavi z vinsko kvasovko. 
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Slika 18 : Dinamika tvorbe triptofola in koncentracija živih celic posamične in združene kulture  probiotične  
in vinske kvasovke. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke  ; Posamična kultura vinske 
kvasovke ;  Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke ; Posamična kultura probiotične 
kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) ;  
Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
 
Koncentracija tirozola je bila med signalnimi molekulami najnižja. Najvišjo koncentracijo 
tirozola (Slika 19) je proizvedla vinska kvasovka na koncu eksponentne faze (57 μM), nato 
pa se je začela koncentracija zniževati in na koncu fermentacije je združena kultura 
proizvedla višjo koncentracijo tirozola. Posamična probiotična kvasovka je, podobno kot 
pri 2-feniletanolu in triptofolu, tekom fermentacije proizvedla tudi najnižjo koncentracijo 
tirozola. Pri rezultatih združene kulture moramo tudi upoštevati, da je bil povsod razen na 
začetku fermentacije, velik standarni odklon. Koncentracija tirozola je pri združeni kulturi 
eksponentno naraščala do konca eksponentne faze, nato pa je do konca fermentacije ostala 
na istem nivoju.  
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Slika 19: Dinamika tvorbe tirozola in koncentracija živih celic posamične in združene kulture  probiotične  in 
vinske kvasovke. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke  ; Posamična kultura vinske 
kvasovke ;  Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke ;  Posamična kultura probiotične 
kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) ;  
Združeni kulturi probiotične in vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
4.1.4 Analiza aromatičnih spojin 
Pri analizi aromatičnih spojin smo izmerili koncentracijo naslednjih spojin: acetaldehid, 
etil acetat, n-propanol, izobutanol, acetoin, ocetna kislina, d-amil alkohol in izoamil 
alkohol (Priloga F). Meritve so bile izvedene pri vzorcih, ki smo jih vzorčili po 196-ih urah 
fermentacije. Med višje alkohole uvrščamo n-propanol, izo- in amil-alkohol. Zaželjene 
vrednosti le-teh so nad 300 mg/L, vendar so bile v našem primeru vrednosti dosti nižje. Pri 
vseh aromatičnih spojinah smo opazili (Slika 20), da sta združeni kulturi proizvedli 
približno enake vrednosti koncentracij, največ sta se razlikovali pri izobutanolu 
(probiotična kvasovka 30,23 mg/L; vinska kvasovka 24,33 mg/L) in izoamil alkoholu 
(probiotična kvasovka 71,32 mg/L; vinska kvasovka 61,89 mg/L). Pri posamičnih kulturah 
so bile izmerjene vrednosti aromatičnih spojin nekoliko višje pri vinski kvasovki. Največja 
razlika med posamičnima kulturama je bila pri etil acetatu, kjer je bila koncentracija pri 
vinski kvasovki 83,99 mg/L, pri probiotični kvasovki pa 46,22 mg/L. Na sliki 21 je 
prikazana koncentracija ocetne kisline izmerjena s plinsko kromatografijo. Vrednosti lahko 
primerjamo s koncentracijo ocetne kisline, ki smo jo analizirali z metodo HPLC (Slika 13 
B), saj smo analizo aromatičnih spojin izvedli samo pri drugem poskusu. Opazimo, da so v 
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tem primeru vrednosti nesprejemljivo višje, saj je v belih vinih v vrenju vsebnost hlapnih 





Slika 20: Koncentracija aromatičnih spojin. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; 




Slika 21: Koncentracija ocetne kisline. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična 
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4.1.5 Analiza izražanja genov 
Z analizo izražanja genov, smo preverili kako rasti kulture vplivajo faze na izražanje genov 
pri posameznih kulturah, predvsem kako na izražanje vpliva tvorba metabolitov drugega 
seva kvasovke. Primerjali smo razlike med Saccharomyces boulardii (nom.nud.) in 
Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC-1118 (Lallemand) v posamični kulturi ter kakšen je 
bil odziv le-teh v združeni kulturi. Po obdelavi podatkov v programu SDS 2.5 (Applied 
Byosistem) in qbase + (Biogazelle) smo izdelali grafične prikaze ter rezultate statistično 
ovrednotili z analizo variance (ANOVA). Najprej smo preverili stabilnost izražanja hišnih 
oz. kontrolnih genov ACT1, TEF in 18S, nato pa smo le-te uporabili pri normalizaciji 
genov ARO8, ARO9, ARO10, PAU5, PAU17 in THI12. Za obdelavo rezultatov (Priloge 
G1, G2, G3, G4, G5, G6) smo uporabili vrednosti stopnje izražanja genov po 24-ih urah, 
48-ih urah in 168-ih urah fermentacije. 
 
ARO geni kodirajo aminotransferaze, ki so odgovorne za sintezo signalnih molekul (2-
feniletanol, triptofol in tirozol). Gen ARO8 kodira encim aromatska aminotransferaza I. Pri 
genu ARO8 (Slika 22) smo opazili razlike v relativnem nivoju izražanja med posamično in 
združeno kulturo. Najvišji relativni nivo izražanja gena ARO8 je dosegla posamična 
kultura probiotične kvasovke v sredini eksponentne faze, nato pa se je vrednost izražanja 
na začetku stacionarne faze znižala. Relativni nivo izražanja gena ARO8 pri posamični 
kulturi vinske kvasovke se čez celotno fermentacijo ni veliko spreminjal. Najnižjo vrednost 
je vinska kvasovka dosegla na koncu stacionarne faze (0,73), najvišjo pa je dosegla na 
začetku stacionarne faze (1,35). Pri združeni kulturi je bilo več sprememb. Na koncu 
eksponentne faze so vrednosti izražanja gena ARO8 padle, tako pri vinski in probiotični 
kvasovki, nato pa so se vrednosti na koncu stacionarne faze zelo povišale (vinska kvasovka 
87 %, probiotična kvasovka 85 %) 
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Slika 22: Stopnja izražanja gena ARO8 in koncentracija živih celic posamične in združene kulture v treh 
časovnih točkah fermentacije. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična kultura 
vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske kvasovke 
; Posamična kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske 
kvasovke (konc. živih celic) ; Združena kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; 
Združena kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
 
Tudi gen ARO9 kodira encim aromatska aminotransferaza II. Izražanje gena ARO9 (Slika 
23)  je bilo tako kot pri ostalih ARO genih v primeru združene kulture najvišje pri zadnjem 
dnevu vzročenja, tj. na koncu stacionarne faze tako pri vinski in probiotični kvasovki. 
Posamična kultura vinske kvasovke je dosegla višji nivo izražanja kot v združeni kulturi 
(na koncu eksponentne faze je zelo velika razlika: posamična kultura vinske kvasovke 
6,26; združena kultura vinske kvasovke 0,60), prav tako je bila velika razlika pri 
probiotični kvasovki (posamična probiotična kvasovka 2,98; združena kultura probiotična 
kvasovka 0,72). Vrednosti izražanja gena ARO9 pri posamičnih kulturah so med 
fermentacijo padale, vrednosti izražanja gena pri združeni kulturi pa so na koncu 
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Slika 23: Stopnja izražanja gena ARO9 in koncentracija živih celic posamične in združene kulture v treh 
časovnih točkah fermentacije. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična kultura 
vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske kvasovke 
; Posamična kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske 
kvasovke (konc. živih celic) ; Združena kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; 
Združena kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
 
Gen ARO10 je odgovoren za sintezo encima aromatska dekarboksilaza. Pri genu ARO10 so 
bile vrednosti relativnega izražanja nizke (Slika 24). Najvišjo vrednost izražanja je dosegla  
vinska kvasovka čez celotno fermentacijo. Vrednosti izražanja gena ARO10 so se na koncu 
eksponentne faze pri posamični vinski in probiotični kvasovki ter združeni kulturi zelo 
znižale (pri vinski kvasovki za 91 %) ter se niso zvišale do konca fermentacije. Pri 
združeni kulturi je bil gen ARO10 najnižje izražen. V sredini stacionarne faze je bila 
koncentracija živih celic najnižja pri vinski kvasovki v združeni kulturi, kar je sovpadalo z 
najnižjim relativnim nivojem izražanja gena ARO10. 
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Slika 24: Stopnja izražanja gena ARO10 in koncentracija živih celic posamične in združene kulture v treh 
časovnih točkah fermentacije. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična kultura 
vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske kvasovke 
; Posamična kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske 
kvasovke (konc. živih celic) ; Združena kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic)  ; 
Združena kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
PAU17 je del družine genov PAU, ki so odgovorni za zaščito pred toksini. Pri probiotični 
in vinski kvasovki je bil gen PAU17 najvišje izražen (Slika 25) v sredini eksponentne faze 
v primerih posamične in združene kulture. Gen PAU17 je bil pri probiotični kvasovki v 
sredini eksponentne faze bolj izražen od vinske kvasovke, na koncu fermentacije pa je bil 
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Slika 25: Stopnja izražanja gena PAU17 in koncentracija živih celic posamične in združene kulture v treh 
časovnih točkah fermentacije. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična kultura 
vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske kvasovke 
; Posamična kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske 
kvasovke (konc. živih celic) ;  Združena kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; 
Združena kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
 
Pau5 je membranski protein, ki omogoča odpornost pred toksini. Gen PAU5 (Slika 26) je 
bil pri probiotični kvasovki v posamični kulturi najbolj izražen (19,7) in sicer v sredini 
eksponentne faze. Vrednost je nato na koncu eksponentne faze fermentacije padla (4,03) in 
na koncu fermentacije malo narastla (5,42). Pri vinski kvasovki pa je bil najvišji nivo 
izražanja na koncu eksponentne faze (15,6). V združeni kulturi je vinska kvasovka dosegla 
višje vrednosti izražanja med celotno fermentacijo ter se ni veliko spreminjala. Pri 
probiotični kvasovki v združeni kulturi je bil gen PAU5 najbolj izražen v sredini 
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Slika 26: Stopnja izražanja gena PAU5 in koncentracija živih celic posamične in združene kulture v treh 
časovnih točkah fermentacije. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična kultura 
vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske kvasovke 
; Posamična kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske 
kvasovke (konc. živih celic) ; Združena kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; 
Združena kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
 
Gen THI12 (Slika 27) kodira protein tiamin, ki je vključen v sintezo prekurzorja-tiamina 
(HMP). V sredini eksponentne in na začetku stacionarne faze smo opazili, da je relativni 
nivo izražanja gena THI12 najvišji pri vinski kvasovki v posamični kulturi. Obratno je bila 
na koncu stacionarne faze vrednost izražanja gena THI12 pri vinski kvasovki višja v 
združeni kulturi kot v posamični kulturi. Pri probiotični kvasovki je bil gen THI12 na 
začetku in na koncu stacionarne faze bolj izražen v združeni kulturi, medtem ko je bil v 
sredini eksponentne faze relativni nivo izražanja gena THI12 višji v posamični kulturi. 
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Slika 27: Stopnja izražanja gena THI12 in koncentracija živih celic posamične in združene kulture v treh 
časovnih točkah fermentacije. Legenda: Posamična kultura probiotične kvasovke ; Posamična kultura 
vinske kvasovke ; Združeni kulturi probiotične kvasovke ; Združena kultura vinske kvasovke 
; Posamična kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; Posamična kultura vinske 
kvasovke (konc. živih celic) ; Združena kultura probiotične kvasovke (konc. živih celic) ; 
Združena kultura vinske kvasovke (konc. živih celic) .  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
Vino med fermentacijo predstavlja kompleksen ekosistem v katerem sodeluje več vrst in 
sevov mikroorganizmov. Pri našem eksperimentu  nas je zanimalo, kako združena kultura 
probiotične in vinske kvasovke vpliva na potek fermentacije, aromatične spojine ter 
kakovost vina.  
5.1 DINAMIKA POSAMIČNE IN ZDRUŽENE ALKOHOLNE FERMENTACIJE 
5.1.1 Spremljanje rasti kvasovk med potekom alkoholne fermentacije 
Fermentacija vina je zelo stresno okolje za delovanje kvasovk. Izpostavljene so visoki 
osmolarnosti, visokim koncentracijam sladkorjev, anaerobnemu okolju ter visokim 
koncentracijam  etanola. Rastna krivulja kvasovk Saccharomyces vsebuje lag fazo, ki traja 
nekaj ur, kratko eksponentno fazo (24-36 ur), ki ji sledi stacionarna faza (Marsit in Dequin, 
2015). Pri našem eksperimentu smo zabeležili podobno rast kvasovk, le stacionarna faza se 
je začela pri 48. uri fermentacije. Dinamiko rasti smo spremljali s štetjem kolonij, z 
določanjem števila celic pod mikroskopom ter z merjenjem optične gostote. V prvem 
poskusu smo uporabili metodo štetja kolonijskih enot (Slika 9), v drugem poskusu smo 
dinamiko rasti spremljali s štetjem celic pod mikroskopom (Slika 10). V prvem poskusu sta 
imeli vinska in probiotična kvasovka zelo podobno eksponentno rast kvasovka. Vinska 
kvasovka je vodilna kvasovka, ki se uporablja za vzpodbujene fermentacije in je s tem zelo 
dobro prilagojena na stresno okolje sintetičnega mošta (Pretorius, 2000). Posamične in 
združena kultura so vstopile v stacionarno fazo po 48-ih urah fermentacije. V drugem 
poskusu smo za preverjanje dinamike rasti uporabili štetje celic pod mikroskopom. Dobili 
smo drugačne rezultate kot v prvem primeru. Rezultate pa tudi težko primerjamo med 
sabo, saj smo uporabili različni metodi določanja koncentracije celic. V drugem poskusu so 
posamična kultura vinske in probiotične kvasovke ter združena kultura do sredine 
eksponentne faze rastle enakomerno, nato pa je imela posamična kultura vinske kvasovke 
hitrejšo rast do sredine stacionarne faze. Združena kultura je imela tekom fermentacije 
podobno koncentracijo celic kot vinska kvasovka. Do razlik v rasti vinske in probiotične 
kvasovke je prišlo zaradi prilagoditve na stresno okolje. Vinska kvasovka je prilagojena na 
visoke koncentracije sladkorjev, probiotična kvasovka pa ne, zato je imela probiotična 
kvasovka upočasnjeno rast. Na rast kvasovk je vplivala tudi temperatura. Optimalna 
temperatura za rast probiotične kvasovke je 37 °C, kakršna je tudi temperatura človeškega 
telesa. Vinska kvasovka pa ima nižjo optimalno temperaturo (30 °C) (Łukaszewicz, 2012). 
Fermentacija, ki smo jo izvedli, je potekala pri temperaturi 22 °C. Takšna razlika v 
temperaturi najverjetneje vpliva na rast probiotične kvasovke. Sener in sod., (2007) so v 
svoji študiji preverjali vpliv različnih temperatur fermentacije na rast kvasovk S. cerevisiae 
Zymaflore VL1 in S. cerevisiae Uvaferm CM v belem vinu. Temperatura fermentacij je 
bila 18 °C in 25 °C. Pri temperaturi 25 °C so kvasovke rastle boljše. Njihovi rezultati 
koncentracije živih celic/mL pri temperaturi 25 °C so primerljivi z našimi rezultati. V 
našem primeru je bila koncentracija celic vinske kvasovke na začetku stacionarne faze 7,9 
log celic/mL, enako pa poročajo tudi v njihovi študiji, kjer so bile vrednosti koncentracije 
celic na začetku stacionarne faze med 7,5 log celic/mL in 8,5 log celic/mL. 
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Za določanje dinamike sinteze signalnih molekul v kulturi, je zelo pomembno, da kot 
metodo določanja koncentracije celic uporabimo, tako, ki zazna metabolno aktivne celice. 
V študijah so velikokrat uporabili tudi metodo zaznavanja optične gostote (Chen in Fink, 
2006), vendar je slabost te metode, da so pri merjenju prisotne tudi nežive celice in majhni 
delci celic. Znano je tudi, da morfologija in dolžina celic vpliva na absorbanco (Zupan in 
sod., 2013). Zato smo, kot so vpeljali metodo Zupan in sod., (2013) za preverjanje 
dinamike sinteze signalnih molekul, uporabili za štetje celic hemocitometer ter program 
ImageJ, kjer so z obarvanjem celic z metilenskim modrilom, določili število živih celic v 
veliko vzorcih.  
 
Kljub fenotipskim razlikam so nedavno dokazali, da je probiotična kvasovka 
Saccharomyces boulardii (nom.nud.) vrsta kvasovke S. cerevisiae. Značilna razlika je 
trisomija kromosoma IX, ki je prisotna pri probiotični kvasovki (Fietto in sod., 2004). 
Združitev dveh kultur ni prispevala k večjemu število kolonijskih enot, prav tako tudi ne 
pri koncentraciji celic, kjer je dosegla na koncu eksponentne faze največjo koncentracijo 
celic probiotična kvasovka in ne kot združena kultura. 
5.1.2 Dinamika nastalih produktov presnove med posamično in združeno 
fermentacijo 
Med alkoholno fermentacijo nastaja etanol, ki za kvasovke predstavlja stresni dejavnik. 
Vinske kvasovke so zato razvile primerne mehanizme, s katerimi preprečijo poškodbe, saj 
pri naraščanju koncentracije etanola le-ta poveča fluidnost plazemske membrane in poruši 
normalno strukturo. Vinske kvasovke so odporne tudi na 12 % in več etanola na volumsko 
enoto (Carrasco in sod., 2001). Berthels in sod., (2004) so opazili, da visoka koncentracija 
etanola zavira porabo sladkorjev, predvsem fruktoze (ostanek fruktoze od 5-10 g/L). 
Sklepali so, da je počasna poraba fruktoze vzrok za visok stopnjo ostanka sladkorjev na 
koncu fermentacije in je pogosto povezana z upočasnjeno in zaustavljeno fermentacijo 
(Berthels in sod., 2004). V našem primeru je pri drugem poskusu v primeru združene in 
posamične probiotične kulture na koncu fermentacije ostalo več kot 9 g/L reducirajočih 
sladkorjev. 
 
Dinamika proizvodnje etanola (Slika 12) tekom fermentacije je pokazala, da ni bilo večjih 
odstopanj med posamičnima in združenima kulturama. Koncentracija etanola pri vseh 
kulturah narašča skladno s fazo rasti, v času sredine eksponentne faze (24 ur) začne sinteza 
eksponentno naraščati do 96. ure fermentacije, ko nastopi sredina stacionarne faze. Po tej 
fazi koncentracija etanola še rahlo naraste in doseže vrednosti od 80-100 g/L. Opazimo pa, 
da je vinska kvasovka v prvem poskusu dosegla najvišjo koncentracijo tekom fermentacije, 
sledila ji je združena kultura, najnižjo koncentracijo pa je dosegla probiotična kvasovka. 
Koncentracija etanola je v drugem poskusu višja, razlog je boljše anaerobno okolje, zato 
kvasovke več energije porabijo za sintezo etanola. Višja koncentracija etanola sovpada z 
manjšo porabo sladkorjev. Rezultati porabe sladkorjev (Slika 12) potrdijo trditev, da višja 
koncentracija etanola zavira porabo sladkorjev, predvsem fruktozo. Vrednosti so višje, 
fruktoze pa se pri nobeni kulturi ni porabilo v celoti, kot se je pri prvem poskusu. Za 
vinske kvasovke je značilno, da so glukofilne, zato najprej porabijo glukozo in šele v 
zadnji fazi fermentacije fruktozo (Fleet, 1993).  
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Berthels in sod., (2004) so preverjali dinamiko nastalega etanola in porabo sladkorjev 
glukoze in fruktoze pri različnih sevih kvasovke Saccharomyces cerevisiae. Uporabili so 
sintetični mošt MS300, kjer so bile začetne koncentracije sladkorjev 200 g/L. Rezultati 
njihove študije so zelo podobni rezultatom v naši nalogi. Do četrtega dneva fermentacije 
(96 ur) oz. sredine stacionarne faze rasti je proizvodnja etanola eksponentno naraščala, 
enako v našem primeru, le da je v njihovem primeru od te točke do konca fermentacije 
koncentracija proizvedenega etanola narastla še za 45 %, medtem ko je v našem primeru le 
za 16 %. Tudi končna koncentracija etanola je bila v njihovem primeru višja. Potrebno pa 
je upoštevati, da je fermentacija v njihovi študiji časovno trajala veliko dlje, in sicer 24 dni. 
Prav tako poročajo o neporabljenih sladkorjih v sredini stacionarne faze, medtem ko je v 
našem primeru v isti časovni točki glukoza že skoraj v celoti porabljena. Kljub temu, da je 
v obeh študijah prisotna časovna razlika v poteku fermentacije, je krivulja rasti 
koncentracije etanola in porabe sladkorjev primerljiva. 
 
Poleg ogljikovega dioksida in etanola je glicerol večinski končni produkt alkoholne 
fermentacije. Glicerol ima pomembno vlogo pri uravnavanju celičnega redoks potenciala 
(Scanes in sod., 1998). Koncentracija glicerola v vinu niha od 1 do 15 g/L (Mattick in 
Rice, 1970; Rankine in Bridson, 1971). V nizkih koncentracijah se nahaja tudi v moštu 
(Ravji in sod., 1988). Glicerol nima vpliva na aromo vina, od njegove koncentracije je 
odvisna blagost okusa (Eustace in Thornton, 1987). Na sintezo glicerola vplivajo substrat, 
pH, temperatura fermentacije, vsebnost dušika in stopnja oksidacije. Študije so pokazale, 
da je pri višjih temperaturah višja proizvodnja glicerola (Gardner in sod., 1993; Remize in 
sod., 2000). 
 
Pri našem poskusu koncentracija glicerola (Slika 16) ni presegala 9 g/L. V prvem poskusu 
je probiotična kvasovka proizvedla najvišjo koncentracijo glicerola, medtem ko so 
združena kultura in posamična vinska kvasovka proizvedli nižjo koncentracijo glicerola. 
Do takšnega preobrata je prišlo v sredini stacionarne faze (96 ur), pred tem pa je tako kot v 
drugem poskusu (celotna fermentacija), vinska kvasovka proizvedla najvišjo koncentracijo 
glicerola, sledila ji je združena in na koncu probiotična kvasovka. Kljub temu so 
koncentracije v drugem poskusu nižje, saj je sinteza etanola in glicerola obratno 
sorazmerna. Radler in Schütz (1981) sta izvedla poskus z različnimi sevi kvasovke 
Saccharomyces cerevisiae v gojišču vinskega mošta. Koncentracije glicerola, ki so jih 
izmerili tekom fermentacije, so bile od 4,4 g/L-6,3 g/L. Vrednosti so nižje od naših 
(najvišja koncentracija do 9 g/L), vendar je potrebno upoštevati, da je v njihovi študiji bila 
nižja koncentracija sladkorjev v gojišču in da je bila temperatura fermentacije v njihovem 
primeru 25 °C. Erasmus in sod., (2004) so izvedli poskus fermentacije pri 20 °C z 
različnimi sevi kvasovk Saccharomyces cerevisiae vključno s sevom Lalvin EC-1118 
(Lallemand), ki smo ga tudi mi uporabili v našem poskusu. Kot gojišče so uporabili 
sintetični mošt z začetno koncentracijo sladkorjev 400 g/L, kar je vplivalo tudi na višjo 
koncentracijo sintetiziranega glicerola. Rezultat je primerljiv z rezultatom v naši študiji.  
 
Kadar je v vinu visoka vsebnost sladkorjev in nizka vsebnost vira dušika, naj bi organske 
kisline vplivale na metabolizem kvasovk S. cerevisiae. Koncentracija ocetne kisline v vinu 
se običajno giblje od 0,1 do 0,5 g/L, če je koncentracija ocetne kisline v vinu največ 2 g/L, 
se vino lahko uporablja za proizvodnjo destilatov in vinjaka. Vino, ki pa vsebuje več kot 2 
g/L ocetne kisline, se lahko uporablja samo za proizvodnjo kisa (Pravilnik… , 2004a). Na 
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sintezo organskih kislin vpliva temperatura (Torija in sod., 2003). Prisotnost sladkorjev in 
kisika v moštu pa poveča sintezo organskih kislin (Lee in sod., 1999). Erasmus in sod., 
(2004) so potrdili, da pri višji koncentraciji sladkorjev kvasovke tekom fermentacije 
sintetizirajo višji koncentraciji glicerola in ocetne kisline. V njihovi študiji je bila 
povprečna vrednost koncentracije ocetne kisline treh fermentacij pri sevu Saccharomyces 
cerevisiae Lalvin EC-1118 (Lallemand) 1,2 g/L. V naši študiji je  najvišja povprečna 
vrednost koncentracije ocetne kisline obeh poskusov (Slika 13) pri posamični kulturi 
vinske kvasovke 1,15 g/L, torej je pridelano vino sposobno za proizvodnjo kisa. Vinska 
kvasovka je sintetizirala najvišjo koncentracijo ocetne kisline. Združena kultura je 
proizvedla višjo koncentracijo ocetne kisline kot posamična probiotična kvasovka. V 
primerjavi z vrednostmi koncentracije ocetne kisline, ki smo jo izmerili s HPLC, so bile 
koncentracije ocetne kisline izmerjene s plinsko kromatografijo nesprejemljivo višje, saj je 
v belih vinih v vrenju vsebnost hlapnih kislin, izražene kot ocetna kislina, omejena na 
največ 1 g/L (Pravilnik… , 2004b). Visoke stopnje ocetne kisline lahko povzročijo oster 
okus ter vonj po kisu (Richter in sod., 2013). 
 
Jabolčna in vinska kislina sta glavni kislini v grozdju in tako odgovorni za kislost vina. 
Tekom zorenja grozdja se koncentracija vinske kisline ne spreminja, koncentracija 
jabolčne kisline se zmanjša (Ribéreau-Gayon in sod., 2006). Richter in sod., (2013) so v 
svoji študiji merili koncentracijo hlapnih kislin (ocetna, mlečna, jantarna in propionska 
kislina), ki so pomembne pri fermentaciji mošta zaradi vpliva na okus vina. Ugotovili so, 
da lahko tudi kvasovke presnavljajo kisline. V večih študijah so opazili, da so kvasovke 
porabile jabolčno kislino med fermentacijo (Pretorius, 2000). V našem primeru je 
posamična kultura probiotične kvasovke imela najvišjo koncentracijo jabolčne kisline 
(Slika 14). Rezultati koncentracije vinske kisline (Slika 15) so bili nesprejemljivo visoki. 
Ustrezna koncentracija vinske kisline v moštu je od 5-10 g/L (Bavčar, 2013). 
5.1.3 Dinamika aromatičnih spojin pri posamični in združeni kulturi 
Znano je, da kvasovke Saccharomyces cerevisiae proizvajajo različne koncentracije 
aromatičnih spojin v odvisnosti od fermentacijskih pogojev, kot so temperatura, 
mikrohranila, vitamini in sestava dušika v moštu (Bell in Henschke, 2005). 
Aldehidi imajo zelo pomembno vlogo pri aromi vina. Acetaldehid je posrednik produkta 
presnove kvasovk iz piruvata v glikolitični poti in je prekurzor za sintezo acetata, acetoina 
in tudi etanola. Acetaldehid je produkt alkoholne fermentacije in v vinu se njegova 
koncentracija spreminja od 10 mg/L do 300 mg/L. Koncentracija acetaldehida narašča s 
staranjem vina zaradi oksidacije etanola ali zaradi aktivnosti kvasovk in aeracije (Bayer, 
1966; Wucherpfenning in Semmeler, 1972). Acetaldehid ima posebnost, da je zelo 
reaktiven in biološko toksičen ter zelo polaren in lahko povzroči vodni stres v kvasovkah 
(Cheraiti in sod., 2005). 
 
Pri našem poskusu smo ugotovili, da je bila sinteza acetaldehida (Slika 20) višja pri 
združenih kulturah. Rezultati se ujemajo tudi s študijo, ki so jo izvedli Cheraiti in sod., 
(2005). Primerjali so medsebojne interakcije ter proizvodnjo metabolitov med združeno 
kulturo kvasovke Saccharomyces cerevisiae in naravnega hibrida S. cerevisiae in S. 
uvarum ter med posamičnima kulturama. Ugotovili so, da je bila vrednost acetaldehida 
nižja pri posamični kulturi. Tudi pri našem poskusu sta združeni kulturi proizvedli višjo 
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koncentracijo acetaldehida, odstopa le vinska kvasovka v posamični kulturi. Če 
primerjamo sestavo gojišča posamične in združene kulture, lahko spremembe v sestavi 
zunajceličnega gojišča povzročijo spremembo v redoks potencialu sevov ene ali obeh 
kvasovk v združeni kulturi. Najverjetneje prihaja do presnovnih interakcij med sevi 
(Cheraiti in sod., 2005). Avtorji so analizirali vsebnost NADH in NADPH ter ugotovili, da 
imajo sevi posamične kulture nižjo vrednost NADH in NADPH kot sevi združene kulture. 
Razlike v redoks potencialu so posledica izmenjave elektonskih akceptorjev med dvema 
različnima sevoma kvasovk med fermentacijo (Grossmann in sod., 1996). Cheraiti in sod., 
(2005) so dokazali, da izmenjava acetaldehida med različnimi sevi lahko vpliva na boljšo 
ali pa na slabšo rast. Nizka koncentracija acetaldehida lahko stimulira rast kvasovk. 
Ugotovili so tudi, da koncentracija acetaldehida nižja od 580 mg/L pri kvasovki S. 
cerevisiae skrajša lag fazo in poveča specifično stopnjo rasti v prisotnosti 3 % do 6 % 
(vol/vol) etanola (Stanley in sod., 1993; Walker-Caprioglio in sod., 1987). Zelo nizka 
koncentracija acetaldehida (pod 100 mg/L) pa vpliva na počasnejšo lag fazo pri kvasovkah, 
ki so izpostavljene temperaturnemu stresu in previsoki koncentraciji etanola (Stanley in 
sod., 1997). 
5.1.4 Dinamika signalnih molekul pri posamični in združeni kulturi 
Z uporabo dvoprekatnih membranskih fermentorjev smo omogočili, da je prišlo do 
kemične komunikacije med kvasovkami. Hitra rast enega seva kvasovk omogoča, da 
zmanjka hranil za drug sev in tako prepreči rast drugih mikroorganizmov med fermentacijo 
vina (Bisson, 1999; Bauer in Pretorius, 2000; Fleet, 2001). Pri medceličnih interakcijah je 
tudi zelo pomemben sistem zaznavanja kvoruma. Z našim poskusom smo omogočili 
izmenjavo signalnih molekul (2-feniletanol, triptofol, tirozol), ki vplivajo na prehod iz 
kvasne v filamentozno obliko (Wuster in Babu, 2010; Leeder in sod., 2011).  
 
Pri visoki celični gostoti ali pri nizki koncentraciji hranil kvasovke začnejo izločati 
aromatske alkohole. Intenzivnost sinteze signalnih molekul je odvisna od faze rasti 
kvasovke S. cerevisiae (Zupan in sod., 2013). Zupan in sod., (2013) so v svoji študiji pri 
alkoholni fermentaciji uporabili naravni izolat vinske kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 
Njihovi rezultati so pokazali, da je bila najvišja koncentracija aromatskih alkoholov 2-
feniletanola, triptofola in tirozola pred začetkom stacionarne fazi rasti, nato pa je 
koncentracija postopoma padala do konca stacionarne faze. Pri naši študiji smo opazili, da 
sta koncentraciji triptofola (Slika 18) in 2-feniletanola (Slika 17) naraščali do sredine 
eksponentne faze, kar je dlje kot v primeru študije, ki so jo izvedli Zupan in sod., (2013). 
Samo pri signalni molekuli tirozol (Slika 19) je bila najvišja koncentracija na koncu 
eksponentne faze. Enako so potrdili tudi Avbelj in sod., (2015) v svoji študiji, kjer so 
ugotovili, da je pri visoki celični gostoti večja proizvodnja aromatskih alkoholov. Tudi 
Chen in Fink (2006) sta dokazala, da je kopičenje 2-feniletanola in triptofola v gojišču 
odvisno od faze rasti ter da omenjeni signalni molekuli dosežeta najvišjo koncentracijo, ko 
celice vstopijo v stacionarno fazo rasti. Pri našem poskusu so celice sintetizirale najvišjo 
koncentracija 2-feniletanola, temu je sledila koncentracija triptofola, tirozol pa je imel 
najnižjo koncentracijo. Te vrednosti so enake rezultatom, ki so jih dobili Zupan in sod., 
(2013) (Slika 5). V njihovem primeru je pri vinski kvasovki imel najvišjo koncentracijo 2-
feniletanol, sledil mu je triptofol ter tirozol, ki je imel najnižjo koncentracijo. Fermentacijo 
so izvedli pod enakimi pogoji kot mi. Uporabili so gojišče MS300, temperatura 
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fermentacije je bila 22 °C. Začetna koncentracija celic je bila 2 × 10
7 
celic/mL, v našem 
primeru pa 1 × 10
6 
celic/mL ter fermentacija pri našem poskusu je potekala v večjem 
volumnu. Med sevi, ki so jih uporabili, je bila tudi kvasovka Saccharomyces cerevisiae 
Lalvin EC1118 (Lallemand). Koncentracija triptofola je pomembna, saj je proizvodnja 
aromatskih alkoholov sprožena s triptofolom (pozitivna povratna zanka) (Wuster in Babu, 
2010; Chen in Fink, 2006). Visoka koncentracija 2-feniletanola ima tudi pozitiven vpliv na 
aromo vina (Zupan in sod., 2013). Ugotovili smo tudi, da največjo koncentracijo signalnih 
molekul proizvaja vinska kvasovka v posamični kulturi, v združeni kulturi pa je sinteza 
molekul regulirana s prisotnostjo drugega seva. 
 
Avbelj in sod., (2015) so preverjali tudi povezavo med sintezo signalnih molekul ter 
koncentracijo živih celic. V gojišču so detektirali prve signalne molekule pri koncentraciji 
med 1 × 10
7 
in 2 × 10
7 
celic/mL. Tudi v primeru poskusa fermentacije z vinsko kvasovko, 
ki so ga izvedli Zupan in sod., (2013), je bila potrebna koncentracija živih celic/mL 
(kvorum) za sintezo signalnih molekul med 1 × 10
7 
celic/mL in 2 × 10
7
 celic/mL. Pri 
našem poskusu smo prvo koncentracijo tirozola zaznali pri koncentraciji 1 × 10
6 
 celic/mL, 
koncentracijo 2-feniletanola in triptofola pa pri koncentraciji med 7 × 10
7  
celic/mL in 9 × 
10
7
 celic/mL.  
 
Sintezo aromatskih alkoholov 2-feniletanola, tirozina in triptofola določajo 
aminotransferaze (aro8, aro9 in aro10), piruvat dekarboksilaze (Pdc1, Pdc5 in Pdc6) in 
alkoholne dehidrogenaze (Adh) iz aminokislin triptofana, tirozina in fenilalanina (Wuster 
in Babu, 2010). 2-feniletanol in triptofol regulirata transkripcijo genov ARO9 in ARO10. 
Nazorno korelacijo med izločanjem signalnih molekul in transkripcijo  genov ARO so 
prikazali Avbelj in sod., (2015) (Slika 3). Ugotovili smo, da je gen ARO8 aktiviran prvi, in 
sicer že v zgodnji eksponentni fazi. Gena ARO9 in ARO10 pa sta bila aktivna na koncu 
eksponentne faze. V primeru Avbelj in sod., (2015) so se rezultati aktivacije genov ARO 
ujemali s sintezo signalnih molekul. Izražanje ARO genov so zaznali pri koncentraciji 1,2 × 
10
7
 celic/mL, ki je enaka koncentraciji, pri kateri so zaznali prve signalne molekule. 
Visoka koncentracija signalnih molekul pojasni, zakaj je bila koncentracija genov ARO 
visoka v pozni stacionarni fazi. Pri našem poskusu žal nismo dobili tako pričakovanih 
rezultatov. Transkripcija ARO genov bi se morala po naših pričakovanjih zvišati do začetka 
stacionarne faze, vendar se ni. Pri genu ARO8 (Slika 22) je bil najvišji nivo izražanja pri 
posamični probiotični kulturi že v sredini eksponentne faze, nato se je na koncu 
eksponentne faze izražanje znižalo. Združeni kulturi pa sta imeli na koncu stacionarne faze 
najvišji nivo izražanja. Nivo izražanja pri genu ARO9 (Slika 23) je bil najvišji v sredini 
eksponentne faze pri vinski kvasovki, nato pa je nivo izražanja pri posamični in združeni 
kulturi padal tekom fermentacije. Relativni nivo izražanja združene kulture se je tudi pri 
genu ARO9 na koncu fermentacije zvišal. Nivo izražanja gena ARO10 (Slika 24) se je pri 
probiotični in vinski kvasovki znižal v začetku stacionarne faze. Pri združeni kulturi pa le v 
primeru gena ARO10 ni prišlo do povišanega nivoja izražanja na koncu fermentacije. 
Izražanje vseh ARO genov je bilo povišano ob prisotnosti drugega seva. Ker smo dobili 
tako nepopolne rezultate, jih seveda ne moremo primerjati s koncentracijo sintetiziranih 
signalnih molekul. Smo pa primerjali rezultate izražanja genov ARO pri vinski kvasovki s 
poskusom, ki ga je izvedla Avbelj (2013). Poskus fermentacije je izvedla s sintetičnim 
moštom MS300, pri temperaturi 22 °C, v 2mL mikrocentrifugirkah. Uporabila je kvasovko 
S. cerevisiae (ZIM 1927). Pri našem poskusu smo pri 24-ih urah fermentacije dobili enake 
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rezultate kot Avbelj (2013). Izražanje genov ARO je pri vinski kvasovki potekalo v enakem 
zaporedju kot v našem poskusu. Najnižje je bil izražen gen ARO8, temu je sledil gen 
ARO9. Gen ARO10 pa je bil najvišje izražen.  
5.1.5 Dinamika izražanja genov povezanih z odzivom na prisotnost drugih sevov pri 
posamični in združeni kulturi 
PAU  geni predstavljajo največjo gensko družino pri kvasovki Saccharomyces cerevisiae, 
in se s 24-imi člani večinoma nahajajo v subtelomernih regijah kromosomov (Luo in van 
Vuuren, 2009). Vpleteni so v ekološke interakcije med naravnimi sevi kvasovk. Pau5 je 
membranski protein, ki omogoča odpornost pred toksini, prav tako je tudi Pau17 
odgovoren za zaščito. PAU geni so visoko izraženi tekom zgodnje faze alkoholne 
fermentacije (Rossignol in sod., 2003; Marks in sod., 2008). Stopnja izražanja gena PAU5 
je regulirana s stresi, ki se pojavijo med alkoholno fermentacijo (Luo in van Vuuren, 
2009). Te ugotovitve potrjujejo, da imajo geni PAU pomembno vlogo pri adaptaciji 
kvasnih celic med alkoholno fermentacijo ter da njihovo število kopij vpliva na fiziološko 
stanje kvasovk. Rivero in sod., (2015) so s pomočjo eksperimenta ugotovili, da sev, ki je v 
slabem fiziološkem stanju, slabo raste, saj ima manjše število kopij genov PAU in 
posledično slabšo sposobnost adaptacije na okoljske strese. Sev, ki je v boljšem 
fiziološkem stanju, raste boljše. Če uporabimo izrabljeno gojišče seva v boljšem 
fiziološkem stanju, za rast seva v slabšem fiziološkem stanju, bo le-ta izboljšal rast, v 
primeru združene kulture obeh sevov pa se rast obeh sevov zmanjša. V tem primeru gre za 
nadzorovan sistem, ki ureja medsebojno sodelovanje. V našem primeru smo uporabili sev 
probiotične kvasovke, ki je sev v boljšem fiziološkem stanju, ter vinske kvasovke, ki je sev 
v dobrem fiziološkem stanju. Rezultati analize ekspresije gena PAU17 (Slika 25) so zelo 
različni glede na čas fermentacije. Pri probiotični kvasovki se je gen PAU17 slabše izražal, 
na začetku in na koncu stacionarne faze rasti kvasovk. Enako velja za združene kulture. 
Gen PAU17 je bil bolj izražen pri vinski kvasovki, le na začetku in na koncu stacionarne 
faze rasti kvasovk. V sredini eksponentne faze so bile vrednosti izražanja gena PAU17 
ravno nasprotne. Najverjetneje je tekom fermentacije prišlo do prilagajanja in so celice 
počasneje vstopile v eksponentno fazo rasti. Na koncu stacionarne faze rasti smo opazili, 
da je bila relativna vrednost izražanja višja pri združenih kulturah. Vrednost pri probiotični 
kvasovki je narastla iz 0,52 na 1,26, pri vinski kvasovki pa padla iz 0,80 na 1,37. Na 
podlagi izražanja gena PAU17 smo lahko potrdili, da je probiotični sev, ki ima slabšo 
fermentacijsko sposobnost v prisotnosti vinskega seva, povečal izražanja tega gena. 
 
Preverili smo tudi izražanje gena PAU5 (Slika 26), za katerega je značilno, da se izrazi 
tekom alkoholne fermentacije pri nizkih temperaturah in anaerobnih pogojih. Pri svoji 
študiji so Rivero in sod., (2015) uporabili naravne izolate kvasovke Saccharomyces 
cerevisiae. Ugotovili so, da različno izražanje gena PAU5 tekom fermentacije vplivalo na 
fiziološko stanje kvasovk v sintetičnem vinskem moštu. V naši študiji je prikazana 
povečana relativna vrednost (Slika 26) izražanja gena PAU5 na koncu stacionarne faze 
fermentacije. Probiotična kvasovka je dosegla vrednost izražanja gena PAU5 v posamični 
kulturi 4,03 in tudi v združeni kulturi se izražanje gena bistveno ni spremenilo (3,77). Pri 
vinski kvasovki v posamični in združeni kulturi je bil višji relativni nivo izražanja gena 
PAU5. Ugotovili smo, da združitev kultur ne vpliva na izražanje gena PAU5. 
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Relativni nivo izražanja smo preverjali tudi pri genu THI12 (Slika 27), ki kodira prekurzor 
v biosintezi tiamina. Izražanje prekurzorja je odvisno od razpoložljivosti tiamina. Tiamin 
je pomemben za fermentacijsko aktivnost kvasovke S. cerevisiae, pri biosintezi tiamin-
fosfata ter ključen kofaktor za aktivnost encima piruvat dekarboksilaze (Nishimura in sod., 
1992). Barbosa in sod., (2015) so primerjali ekspresijo genov pri združeni kulturi kvasovke 
S. cerevisiae in H. guillermondii ter opazili višjo ekspresijo gena THI20 in THI21, kar je 
lahko posledica kompeticije za vitamin tiamin med obema kvasovkoma. Enako navajajo 
tudi Kosel in sod., (2017), kjer naj bi prišlo do podobne kompeticije za tiamin tekom 
fermentacije med kvasovkoma S. cerevisie in D. bruxellensis. Tudi v našem primeru se je 
ekspresija gena THI12 povišala pri združeni kulturi. 
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Iz rezultatov našega raziskovalnega dela lahko sklepamo naslednje: 
 
 Kinetika fermentacije pri združenih kulturah probiotične in vinske kvasovke se je 
razlikovala od fermentacije s posamično kulturo probiotične ali vinske kvasovke. 
Posamični kulturi probiotične in vinske kulture sta imeli hitrejšo rast od združene 
kulture. 
 
 Dinamika porabe sladkorjev in nastanka metabolitov fermentacije se je razlikovala 
med vinsko in probiotično kvasovko, vendar se ta dinamika ni spremenila pri 
združenih kulturah. 
  
 Produkta fermentacije, acetaldehid in ocetna kislina, sta bila višja pri združenih 
kulturah, kar nakazuje na kompetitiven odziv sevov združene fermentacije. 
 
 Končna koncentraciji jabolčne kisline je bila višja pri posamični kulturi probiotične 
kvasovke ter se je razlikovala med posamično in združeno kulturo.  
 
 Največjo koncentracijo signalnih molekul je proizvedla vinska kvasovka v 
posamični kulturi, v združeni kulturi pa je bila sinteza molekul regulirana s 
prisotnostjo drugega seva. 
 
 Nivo izražanja ARO genov se je pri posamičnih kulturah nižal med fazo rasti 
kvasovk in se je razlikoval od izražanja ARO genov pri združenih kulturah. 
 
 Signalne molekule (2-feniletanol, triptofol, tirozol) niso imele pričakovanega vpliva 
na izražanje ARO genov. 
 
 Nizko-fermentativen probiotičen sev se je s povečanim izražanjem gena PAU17 
odzval na prisotnost visoko-fermentativnega vinskega seva. 
 
 Kompeticijo med vinskim in probiotičnim sevom za vitamin tiamin, smo dokazali 
preko povečanega izražanja gena THI12, ki kodira prekurzor v biosintezni poti 
tiamina.  
 
 Izražanje (ARO8, ARO9, ARO10, PAU17, THI12) genov je bilo povečano v 
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Vino je kompleksen produkt interakcij med kvasovkami in bakterijami, ki tekom 
fermentacije grozdnega soka vplivajo na nastanek ključnih komponent. Med celicami 
kvasovk delujejo različni sistemi medsebojnih odnosov, ki omogočajo preživetje ter 
hitrejšo rast. V našem delu smo za študij medsebojnih odnosov med različnimi sevi 
kvasovk izbrali dva seva, ki imata različno genetsko ozadje in sicer vinski sev 
Saccharomyces cerevisiae Lalvin EC-1118 (Lallemand) in probiotični sev S. boulardii 
(nom.nud.). Fermentacijo sintetičnega mošta smo izvedli v dvoprekatnem membranskem 
fermentorju, v katerem smo celice različnih/istih sevov ločili z membranskim filtrom. S 
tem smo omogočili izmenjavo metabolitov. Dinamiko fermentacije smo spremljali na 
podlagi kinetike rasti obeh sevov kvasovk in sicer v prvem poskusu s štetjem kolonij, v 
drugem pa s štetjem živih celic pod mikroskopom. Ugotovili smo, da se kinetika 
fermentacije pri združenih kulturah razlikuje od kinetike pri posamičnih kulturah. Najbolje 
sta rastli posamični kulturi vinske in probiotične kvasovke, združeni kulturi pa sta med 
fermentacijo imeli slabšo rast. Pri drugem poskusu smo dobili podobne rezultate. Do 
sprememb v rasti med kvasovkami je prišlo po eksponentni fazi, kjer je najboljše rastla 
probiotična kvasovka. Spremljali smo tudi porabo sladkorjev glukoze in fruktoze ter tvorbo 
produktov fermentacije kot so etanol, glicerol ter koncentracijo organskih kislin (jabolčna, 
vinska, citronska in ocetna kislina). Med vinsko in probiotično kvasovko se je dinamika 
porabe sladkorjev in nastanka metabolitov razlikovala med fermenatcijo. Pri združenih 
kulturah se dinamika ni spremenila. Končna koncentracija jabolčne kisline je razlikovala 
med posamično in združeno kulturo. Aromatične spojine smo določili s plinsko 
kromatografijo. Združeni kulturi sta imeli najvišjo koncentracijo acetaldehida. Takšni 
rezultati so nakazali na kompetitiven odziv med sevoma združene fermentacije. 
Zaznavanje prisotnostih drugega seva kvasovke smo določali preko sinteze signalnih 
molekul 2-feniletanola, tirozola in triptofola in določili na izražanja genov odgovornih za 
medcelično komunikacijo v različnih stopnjah fermentacije. Ugotovili smo, da največjo 
koncentracijo signalnih molekul proizvaja vinska kvasovka v posamični kulturi, v združeni 
kulturi pa je sinteza molekul regulirana s prisotnostjo drugega seva. Koncentracije 
signalnih molekul so naraščale skladno z fazo rasti celic. Spremljali smo tudi izražanje 
določenih genov (ARO8, ARO9, ARO10, PAU17, PAU5, THI12), ki so vključeni v 
medcelično komunikacijo pri interakcijah med kvasovkami. Izražanje (ARO, PAU17, 
THI12) genov je bilo povečano v prisotnosti drugega seva. Nivo izražanja ARO genov pri 
posamičnih kulturah se je znižal tekom faze rasti. Najvišji nivo je bil v eksponentni fazi 
rasti, nato pa se je znižal do konca fermentacije. Pri združenih kulturah je prišlo do 
zvišanja nivoja izražanja na koncu fermentacije. Želeli smo tudi potrditi vpliv signalnih 
molekul na izražanje ARO genov, vendar v našem poskusu nismo dobili pričakovanih 
rezultatov. Pri izražanju gena PAU17 se je nizko-fermentativen probiotičen sev odzval na 
prisotnost visoko-fermentativnega vinskega seva. Preko povečanega izražanja gena THI12 
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Dinami rasti probiotične in vinske kvasovke 
Priloga A1: Povprečno število kolonijskih enot (log CFU/mL) med posamično in združeno fermentacijo 
sintetičnega mošta MS300 s probiotično in vinsko kvasovko. 
 
Priloga A2: Povprečna koncentracija celic (log celic/mL) preštetih pod mikroskopom med posamično in 
združeno fermentacijo sintetičnega mošta MS300 s  probiotično in vinsko kvasovko. 
Čas 
[ura] 




































0 6,06±0,09 1,46 6,07±0,05 0,8 5,98±0,07 1,0 6,03±0,06 1,1 
24 7,99±0,08 1,04 7,78±0,04 0,5 7,83±0,05 0,3 7,76±0,02 0,7 
48 7,97±0,10 1,27 7,78±0,12 1,5 7,87±0,20 2,6 7,77±0,20 2,6 
96 7,67±0,47 6,15 7,36±0,70 9,5 7,90±0,08 3,7 7,86±0,29 1,0 
192 7,78±0,07 0,87 7,50±0,03 0,4 7,74±0,31 1,4 7,69±0,11 4,0 
Čas 
[ura] 

































0 6±0 0 6±0 0 6±0 0 6±0 0 
24 7,86±0,06 0,76 7,92±0,08 1,00 8,00±0,01 0,1 7,90±0 0,1 
48 8,23±0,16 1,94 8,09±0,06 0,74 8,23±0 0 7,86±0,02 0,2 
96 8,17±0,09 1,10 8,11±0,08 1,01 8,03±0 0 8,36±0,18 2,2 
168 8,12±0,19 2,34 7,94±0,39 4,89 8,21±0,01 0,1 7,60±0,06 0,8 
192 8,03±0,16 1,99 7,85±0,19 2,44 7,83±0 0 7,80±0 0 
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Povprečne vrednosti absorbance merjenje pri 650 nm med posamično in združeno 
fermentacijo sintetičnega mošta MS300 s probiotično in vinsko kvasovko pri prvem (A) in 





    












Povp. OD 650[nm] Povp. OD 650 [nm] Povp.OD 650 [nm] Povp. OD 650 [nm] 
0 0,05 0,05 0,05 0,05 
24 0,41 0,34 0,33 0,40 
48 0,71 0,67 0,69 0,86 
72 0,54 0,51 0,70 0,66 
96 0,35 0,45 0,60 0,85 
168 0,91 0,76 1,03 1,00 
192 1,03 1,07 1,11 1,02 
    
     














Povp. OD 650[nm] Povp. OD 650 [nm] Povp. OD 650[nm] Povp. OD 65 [nm] 
0 0,05 0,06 0,05 0,06 
24 0,51 0,84 0,43 0,84 
48 1,04 0,86 0,98 1,11 
72 1,21 0,98 1,09 1,11 
96 1,27 1,11 1,14 1,19 
168 1,14 0,77 0,95 0,97 
192 1,33 1,22 1,26 1,39 
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Umeritvene krivulje za določanje koncentracij glukoze, fruktoze, etanola, glicerola, ocetne, 
jabolčne in vinske kisline 
 
Priloga C1: Umeritvena krivulja za določanje dinamike porabe glukoze (g/L) v vzorcih odvzetih med 
alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti pri prvem (A) in 
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Priloga C2: Umeritvena krivulja za določanje dinamike porabe fruktoze (g/L) v vzorcih odvzetih med 
alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti pri prvem (A) in 
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Priloga C3: Umeritvena krivulja za določanje dinamike nastanka etanola (g/L) v vzorcih odvzetih med 
alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti pri prvem (A) in 
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Priloga C4: Umeritvena krivulja za določanje dinamike nastanka glicerola (g/L) v vzorcih odvzetih med 
alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti pri prvem (A) in 
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Priloga C5: Umeritvena krivulja za določanje dinamike nastanka ocetne kisline (g/L) v vzorcih odvzetih med 
alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti pri prvem (A) in 
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Priloga C6: Umeritvena krivulja za določanje dinamike koncentracije jabolčne kisline (g/L) v vzorcih 






Priloga C7: Umeritvena krivulja za določanje dinamike koncentracije vinske kisline (g/L) v vzorcih odvzetih 
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Priloga C8: Umeritvena krivulja za določanje dinamike nastanka citronske kisline (g/L) v vzorcih odvzetih 
med alkoholno fermentacijo mošta, analiziranih s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti pri prvem 
poskusu. 
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Dinamika koncentracij etanola, glicerola, fruktoze, glukoze in ocetne kisline pri probiotični 
in vinski kvasovki 
 
Priloga D1: Dinamika nastanka etanola med posamično in združeno fermentacijo sintetitčnega mošta MS300 






Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura 
probiotične in vinske 
kvasovke 
 
Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 0±0 0 0±0 0 0±0 0 
24 6,09±0,62 10,15 16,85±0,56 3,31 12,51±5,62 44,9 
48 30,11±1,40 4,64 40,31±0,25 0,62 35,79±4,69 13,1 
96 68,67±1,43 2,08 79,79±0,02 0,02 74,62±2,83 3,79 






Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura 
probiotične in vinske 
kvasovke 
 
Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 0±0 0 0±0 0,00 0±0 0,00 
24 7,90±0,51 6,49 8,31±1,45 17,40 6,99±1,85 45,44 
48 30,75±1,33 4,32 33,28±0,40 1,19 30,34±1,94 13,91 
96 64,34±2,22 3,45 75,31±0,52 0,69 64,23±4,48 13,32 
192 96,33±0,25 0,26 98,26±1,88 1,91 91,96±3,72 24,15 
 
Priloga D2: Dinamika porabe glukoze med posamično in združeno fermentacijo sintetitčnega mošta MS300 s 






Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura 
probiotične in vinske 
kvasovke 
 
Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV[%] 
0 84,63±0,35 0,41 88,59±3,10 3,50 87,84±0,95 1,08 
24 79,12±3,15 3,98 64,60±1,09 1,69 69,85±9,75 13,96 
48 42,25±1,18 2,79 32,57±0,77 2,35 36,68±6,34 17,30 
96 4,94±0,31 6,35 1,73±0,27 15,58 3,72±2,05 55,16 
192 0±0 0 0±0 0 0±0 0 
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Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura 
probiotične in vinske 
kvasovke 
 
Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV[%] 
0 92,98±3,34 3,59 88,76±9,44 10,64 91,78±4,52 4,92 
24 83,52±7,12 8,52 83,67±1,88 2,25 82,45±2,01 2,44 
48 53,91±0,91 1,69 52,93±0,92 1,74 56,03±4,12 7,36 
96 16,82±1,06 6,28 11,50±1,05 9,17 20,12±4,43 21,99 
192 0±0 0,00 0±0 0,00 0,71±0,95 134,04 
 
Priloga D3: Dinamika porabe fruktoze med posamično in združeno fermentacijo sintetitčnega mošta MS300 






Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura probiotične 
in vinske kvasovke 
 
Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV[%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 100,24±2,63 2,63 100,17±3,34 3,34 99,45±2,08 2,09 
24 98,69±3,34 3,39 88,73±0,88 0,99 90,92±4,97 5,47 
48 74,82±0,06 0,08 60,35±0,56 0,94 65,87±6,91 10,49 
96 32,14±1,49 4,63 14,10±0,99 7,01 22,26±7,77 34,91 






Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura probiotične 
in vinske kvasovke 
 




Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 97,17±1,36 1,40 93,01±7,54 8,10 96,27±2,27 2,35 
24 95,59±7,96 8,32 95,78±0,47 0,49 94,86±0,57 0,60 
48 81,87±0,66 0,81 79,68±0,28 0,35 82,81±3,11 3,76 
96 52,74±1,29 2,45 39,75±1,25 3,13 53,07±5,64 10,63 
192 14,95±0,85 5,70 5,64±0,53 9,41 18,10±4,56 25,17 
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Priloga D4: Dinamika nastanka glicerola med posamično in združeno fermentacijo sintetitčnega mošta 
MS300 s probiotično in vinsko kvasovko (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti prvega poskusa (A) in 





Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura probiotične 
in vinske kvasovke 
 
Povp. konc ± 
SD [g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 0±0 0 0±0 0 0±0 0 
24 1,34±0,16 11,68 2,49±0,30 12,26 1,76±1,30 74,26 
48 3,69±0 0,02 5,02±0,16 3,11 3,98±0,05 1,21 
96 7,48±0,25 3,29 6,89±0,45 6,57 7,14±0,01 0,09 






Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura probiotične 
in vinske kvasovke 
 
Povp. konc ± 
SD [g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 0±0 0,00 0±0 0,00 0±0 0,00 
24 1,20±0,15 12,14 1,30±0,40 30,57 1,26±0,28 21,99 
48 3,80±0,12 3,07 4,50±0,07 1,61 4,08±0,10 2,44 
96 6,06±0,00 0,08 6,84±0,01 0,21 6,60±0,17 2,57 
192 6,98±0,05 0,67 7,25±0,11 1,55 7,42±0,36 4,92 
                     
Priloga D5: Dinamika nastanka ocetne kisline med posamično in združeno fermentacijo sintetitčnega mošta 
MS300 s probiotično in vinsko kvasovko (T=22 °C). Podane so povprečne vrednosti prvega poskusa (A) in 





Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura 
probiotične in vinske 
kvasovke 
 
Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 0±0 0 0±0 0 0±0 0 
24 0±0 0 0,31±0,09 27,89 0,04±0,06 141,42 
48 0,21±0,04 18,61 0,52±0,00 0,06 0,42±0,16 38,11 
96 0,64±0,10 15,50 1,07±0,12 11,16 0,83±0,06 7,83 
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Probiotična kvasovka Vinska kvasovka Združena kultura 
probiotične in vinske 
kvasovke 
 
Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] Povp. konc ± SD 
[g/L] 
KV [%] 
0 0±0 0,00 0±0 0 0±0 0,00 
24 0±0 0,00 0,28±0 0,63 0,05±0,08 141,42 
48 0,38±0,08 21,08 0,70±0,08 11,08 0,70±0,04 5,57 
96 1,03±0,01 0,72 1,08±0,13 11,64 1,16±0,04 3,42 
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Povprečne vrednosti koncentracije (mg/L) aromatičnih spojin med posamično in združeno 
fermentacijo sintetičnega mošta MS300 s probiotično in vinsko kvasovko 
 
       
Komponenta Probiotična 
kvasovka 

























acetaldehid 38,07±1,13 2,97 36,67±0,41 1,11 46,77±9,39 20,08 45,48±7,59 16,6 
etil acetat 45,94±0,39 0,86 83,99±2,68 3,19 64,79±3.93 6,07 66,61±3,02 4,53 
n-propanol 15,33±0,04 0,26 16,88±0,46 2,73 15,45±0,21 1,36 15,75±0,03 0,17 
izobutanol 23,39±1,05 4,48 14,19±0,32 2,27 30,21±14,98 49,60 24,33±7,56 31,0 
d-amil 
alkohol 32,73±0,81 2,47 43,42±1,09 2,51 42,18±3,58 8,48 37,54±6,40 17,0 
izoamil 
alkohol 60,73±1,24 2,04 78,76±2,32 2,94 71,32±17,45 24,47 61,89±9,80 15,8 
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Povprečne vrednosti relativnega nivoja izražanja genov probiotične in vinske kvasovke 
 
Priloga F1: Povprečne vrednosti relativnega nivoja izražanja gena AR08 posamične in združene fermentacije 
sintetičnega mošta MS300 s probiotično in vinsko kvasovko 
 
Priloga F2: Povprečne vrednosti relativnega nivoja izražanja gena AR09 posamične in združene fermentacije 
sintetičnega mošta MS300 s probiotično in vinsko kvasovko 
 
Priloga F3: Povprečne vrednosti relativnega nivoja izražanja gena AR010 posamične in združene 

































2 3,19±0,79 24,60 1,13±0,37 32,29 0,78±0,25 32,25 1,33±0,38 28,50 
3 1,07±0,48 44,34 1,35±0,43 31,69 0,39±0,10 26,73 0,44±0,13 28,69 































2 2,98±0,44 14,71 6,26±0,90 14,35 0,72±0,19 26,15 0,60±0,26 43,17 
3 0,29±0,10 33,76 2,22±0,74 33,17   0,72±0,08 11,73 































2 5,81±1,34 23,10 12,39±4,77 38,52 2,97±0,41 13,75 4,03±1,61 39,91 
3 1,01±0,21 21,24 1,07±0,32 30,22 0,72±0,41 56,92 0,82±0,17 20,58 
7 1,12±0,23 20,26 2,15±0,49 23,05 1,27±0,33 26,04 0,32±0,08 23,93 
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Priloga F4: Povprečne vrednosti relativnega nivoja izražanja gena PAU17 posamične in združene 
fermentacije sintetičnega mošta MS300 s probiotično in vinsko kvasovko 
 
 
Priloga F5: Povprečne vrednosti relativnega nivoja izražanja gena PAU5 posamične in združene fermentacije 
sintetičnega mošta MS300 s probiotično in vinsko kvasovko 
 
 
Priloga F6: Povprečne vrednosti relativnega nivoja izražanja gena THI12 posamične in združene fermentacije 
































2 2,64±0,93 35,13 1,32±0,36 26,86 1,70±0,46 27,18 1,29±0,59 45,98 
3 0,60±0,32 52,66 0,79±0,28 34,94   0,50±0,13 26,01 
7 0,52±0,04 8,65 0,80±0,09 10,84 1,26±0,21 16,82 1,37±0,49 35,55 
Čas 
[dan] 


























2 19,17±6,65 34,69 11,08±5,64 50,89 12,67±3,88 30,63 15,29±5,78 37,83 
3 4,03±1,51 37,54 15,64±4,60 29,38 3,77±1,36 36,00 11,48±2,97 25,87 
7 5,42±1,46 26,95 6,38±1,81 28,41 3,00±1,37 45,73 11,85±1,03 8,70 
Čas 
[dan] 


























2 4,26±0,57 13,39 11,67±3,20 27,43 2,06±0,45 21,82 2,20±0,88 40,2 
3 0,90±0,36 39,43 4,86±2,01 41,43 1,44±0,67 46,38 1,73±0,68 39,4 
7 0,73±0,08 10,65 1,66±0,23 14,09 1,75±0,31 17,62 4,15±0,80 19,3 
